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1 Einleitung  
1.1 Grundlagen der Karzinogenese 
Um die Entstehung von Tumoren und die dafür ursächlichen Abläufe innerhalb des 
Organismus besser zu verstehen, gibt es zahlreiche Untersuchungen und daraus 
entwickelte Erklärungsmodelle. 
Die Karzinogenese ist ein Prozess, der sich aus mehreren Schritten zusammensetzt. Es 
gibt verschiedene genetische Veränderungen wie Mutationen, Translokationen, 
Deletionen und Inversionen, die wesentlich an der Tumorentstehung beteiligt sind. Für 
die Tumormanifestation durch Inaktivierung eines Tumorsuppressorgens ist mehr als 
einer dieser Schritte notwendig, da einem genetisch veränderten Allel eine gesunde 
Genkopie gegenübersteht. Nur durch Ausschaltung dieser Genkopie in einem zweiten 
Schritt, sind die Voraussetzungen für die Tumorentstehung geschaffen [1]. 
Die an der Karzinogenese beteiligten Gene können in zwei Gruppen aufgeteilt werden: 
Onkogene und Tumorsuppressorgene. Onkogene entstehen durch Aktivierung von 
Protoonkogenen. Diese kodieren für zahlreiche Proteine mit Funktionen in der 
Zellteilung, der Zelldifferenzierung und dem Zellwachstum. Beispiele für Onkogene 
sind Wachstumsfaktoren wie SIS- und Int2-Onkogene, membranassoziierte Proteine wie 
RAS- und ABL-Onkogene und Transkriptionsfaktoren wie MYC-Onkogene. Das 
Ausmaß der Aktivierung eines Onkogens wird an der chronischen myeloischen 
Leukämie (CML) deutlich, bei der durch die Translokation t(9;22) das Fusionsprotein 
BCR/ABL entsteht, wodurch es zu einer pathologischen Erhöhung der 
Tyrosinkinaseaktivität mit gesteigerter Zellproliferation kommt [2]. 
Ein sich von den Onkogenen unterscheidendes Prinzip der Karzinogenese wird durch 
Tumorsuppressorgene vermittelt. Ein klinisch relevantes Tumorsuppressorgen ist das 
Retinoblastomgen RB1, welches durch Inaktivierung zur Entstehung eines 
Retinoblastoms führt [3]. Ein weiteres Beispiel ist das Zellzyklusprotein p53, dessen 
Inaktivierung unter anderem an der Progression des Kolonkarzinoms beteiligt ist [4]. 
In der Vergangenheit galt die Karzinogenese als ein Prozess, der ausschließlich durch 
genetische Aberrationen erklärt wurde [5]. Es werden jedoch zunehmend die Einflüsse 
der Epigenetik auf die Tumorentstehung deutlich. Die Epigenetik beschreibt die 
Vererbung aller meiotischen und mitotischen Veränderungen der Genexpression von 
einer Zelle an ihre Tochterzelle, die nicht die Basensequenz der DNA selbst betreffen 
[6]. Dabei wird die Genexpression vom Methylierungsstatus der DNA, von 
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Modifikationen an Histonproteinen und der RNA-assoziierten Inaktivierung 
determiniert [7-9]. 
Ein relevanter und für die therapieorientierte Forschung entscheidender Unterschied 
zwischen Genetik und Epigenetik ist die Reversibilität der jeweiligen Aberrationen. Im 
Gegensatz zu irreversiblen Mutationen und Deletionen in der Genetik, ist die 
epigenetische DNA-Methylierung pharmakologisch beeinflussbar [10]. 
 
 
1.2 Grundlagen der Epigenetik 
1.2.1 Molekulare Bedeutung der DNA-Methylierung 
Mechanismen der Epigenetik wirken über DNA-Methylierung, Histon-Modifikation 
und RNA-assoziierte Geninaktivierung, wobei die DNA-Methylierung die am besten 
untersuchte epigenetische Modifikation darstellt. Sie erfolgt postreplikativ 
ausschließlich an Cytosin-Basen, die einer Guanin-Base in der DNA-Sequenz 
vorausgehen und daher als CpG-Dinukleotide (= Cytosin-Phosphat-Guanin) bezeichnet 
werden. Die Bindung der Methylgruppe erfolgt kovalent an der C5-Position des 
Cytosin-Pyrimidin-Rings und wird häufig als „fünfte DNA-Base“ beschrieben. Als 
Methylgruppendonator dient das ubiquitär vorkommende S-Adenosylmethionin (SAM). 
Der Schritt der Methylgruppenübertragung auf Cytosine wird dabei von der 
Enzymfamilie der DNA-Methyltransferasen (DNMTs) katalysiert und kann in vitro 
durch hinzufügen der Substanz 5-Azacytidin (AZA) direkt und irreversibel gehemmt 
werden (Abbildung 1) [11]. 
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Abbildung 1: Cytosin-Methylierung und Inhibition durch 5-Azacytidin (AZA) 
 
Methylierung der C5-Position eines Cytosins durch DNMTs. Als Methylgruppendonator dient S-
Adenosylmethionin (SAM) und es entsteht 5-Methyl-Cytosin. Nach Zugabe von AZA wird dieses 
statt Cytosin in die DNA eingebaut, welche dann auf Grund des Stickstoffs an Position 5 nicht 
mehr von DNMTs methyliert werden kann (modifiziert nach [11]). 
Methylierte CpG-Dinukleotide sind unterschiedlich im Genom verteilt. Gebündelte 
CpG-Dinukleotide innerhalb kurzer DNA-Abschnitte werden als CpG-Inseln bezeichnet 
und kommen gehäuft an Promotorregionen, den Startstellen der Transkription, vor. 
Entscheidend ist, dass 80 % der CpG-Dinukleotide, die außerhalb von CpG-Inseln 
liegen, methyliert sind. Die innerhalb der CpG-Insel liegenden CpG-Dinukleotide, 
besonders die der Promotorregionen, sind dagegen normalerweise unmethyliert [12]. 
Ausnahmen, bei welchen die promotorassoziierten CpG-Inseln natürlicherweise 
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weiblichen Geschlecht dar sowie einige Gene, die der genomischen Prägung 
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festgelegt, so dass je ein Allel des entsprechenden Gens exprimiert und das andere 
inaktiviert wird. An diesen Beispielen wird deutlich, dass die Methylierung einer 
Promotorregion generell eine Unterdrückung der entsprechenden Genexpression 
bedeutet [13]. Ebenfalls physiologisch ist die DNA-Methylierung an vielen Stellen des 
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Sequenzen, die durch ihre hohe Kopienanzahl im Genom erkannt und mittels DNA-
Methylierung kurzfristig der Transkription entzogen werden. Da das entstehende 
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daraus die irreversible Inaktivierung der parasitären Gensequenzen. Weitere 
Schutzfunktionen der DNA-Methylierung bestehen in der Unterdrückung der 
Transkription von Transposons und repetitiven DNA-Elementen sowie der Erhaltung 
der Chromosomstabilität an Perizentromerregionen [11]. 
 
1.2.2 DNA-Methyltransferasen 
Die drei bekannten DNA-Methyltransferasen DNMT1, DNMT3a und DNMT3b sind an 
Methylierungsprozessen während der Embryonalentwicklung beteiligt. Die fast 
vollständig demethylierte Blastozyste unterliegt nach der Implantation der de novo 
Methylierung durch DNMT3a und DNMT3b. Dieser Prozess ist lebenswichtig für die 
Weiterentwicklung des Embryos. Die Beteiligung von DNMT1 an der de novo 
Methylierung ist gering, ihre Bedeutung liegt in der Aufrechterhaltung eines bereits 
bestehenden Methylierungsschemas auch nach abgeschlossener Zellteilung [14]. An den 
CpG-Inseln von Promotorregionen bewirken sie sowohl durch DNA-Methylierung 
selbst als auch über die Histon-Deacetylierung durch Histon-Deacetylasen (HDACs) 
eine transkriptionelle Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen. In denjenigen 
Leukämiezellen, welchen pathogenetisch das Fusionsprotein PML-RAR zugrunde lag, 
wurde ein erhöhtes Vorkommen von DNMTs an bestimmten Genpromotoren 
nachgewiesen. Diese Beobachtung war außerdem mit einer Hypermethylierung der 
Promotorregion und einer transkriptionellen Inhibition assoziiert [15]. Dies zeigt 
einerseits die Beteilung der DNMTs an der Tumorentstehung und andererseits das 
gleichzeitige Auftreten von genetischen und epigenetischen Aberrationen. 
 
1.2.3 DNA-Methylierung in Tumorzellen 
Die beschriebenen molekularen Aufgaben der DNA-Methylierung verdeutlichen, wie 
präzise der Funktionszustand einzelner Gene durch epigenetische Kontrollmechanismen 
reguliert wird.  
Bei Störungen innerhalb dieses Systems kann es daher zu Veränderungen der 
Genaktivität kommen, die einen Pathomechanismus in der Tumorentstehung darstellen. 
Prinzipiell können sowohl Hypo- also auch Hypermethylierung ursächlich an der 
Karzinogenese beteiligt sein. 
Hypomethylierung kann erstens eine verminderte Unterdrückung viraler 
DNA-Abschnitte mit onkogenetischem Potential bewirken, so dass es zur Transkription 
der viralen DNA kommt. Das HIV-1 Long Terminal Repeat (LTR) stellt ein Beispiel für 
                                                                                                                          1 Einleitung 
 5 
einen durch Methylierung gehemmten viralen DNA-Abschnitt dar, der durch 
Hypomethylierung aktiviert wird [16]. Zweitens führt der Verlust der Methylierung an 
hoch repetitiven DNA-Sequenzen und Transposons, wie zum Beispiel von LINE1 
(=Long Interspersed Nuclear Element 1), zur Genaktivierung und zur Verlagerung der 
Position in andere Genomregionen [17]. Drittens ist die Aktivität von Onkogenen von 
einer verminderten Methylierung beeinflusst. So wird die Hypomethylierung des 
Onkogens MYC mit der erhöhten Zellproliferation beim Kolorektalkarzinom in 
Verbindung gebracht [18]. Als vierter Effekt der Hypomethylierung kann schließlich 
der Verlust der Stabilität der chromosomalen Perizentromerregion genannt werden. 
Bekannt ist dieser Effekt beim autosomal-rezessesiv vererbten ICF-Syndrom 
(Immunodeficiency, Centromere Instability and Facial Anomalies). Der Defekt liegt 
hier in einer Mutation des kodierenden Gens für DNMT3b. Bei Patienten mit einem 
ICF-Syndrom ist ein Verlust der DNA-Methylierung an der Perizentromerregion in fast 
allen Geweben nachweisbar [19]. 
 
Ein Wirkprinzip der Hypermethylierung bei der Tumorentstehung ist die Inaktivierung 
von Tumorsuppressorgenen. Die promotorassoziierten CpG-Inseln von 
Tumorsuppressorgenen liegen normalerweise im unmethylierten Zustand vor, 
wohingegen ihre Methylierung mit einer Reihe von Tumoren in Verbindung gebracht 
wird [20]. Ein nachgewiesenes hypermethyliertes Tumorsuppressorgen ist 
beispielsweise das RB1-Gen beim Retinoblastom [21]. Die Promotoren der 
Tumorsuppressorgene liegen in unmethylierten, transkriptiv aktiven Euchromatin-
Domänen und sind von methyliertem, inaktivem Heterochromatin umgeben. Um die 
Aktivität des Euchromatins vor der Methylierung des Heterochromatins zu schützen, 
werden Grenzelemente vermutet, die einzelne Promotoren als festes Kompartiment von 
der restlichen DNA trennen [22]. 
Das umgebende Heterochromatin von Tumorsuppressorgenen besteht häufig aus stark 
methylierten Alu-Repeats (von: Arthrobacter luteus). Es wird angenommen, dass bei 
einem Defekt der Grenzelemente Methylgruppen der Alu-Repeats in den sonst 
geschützten Bereich des Transkriptionsstarts der Tumorsuppressorgene gelangen.  
Nach diesem Modell beginnt die pathologische Methylierung des Promotors 
randständig an den Grenzelementen und breitet sich zentral in die Richtung der 
Transkriptions-Startstelle aus. Die Promotormethylierung erfolgt dabei in einem 
kontinuierlichen, altersabhängigen Prozess, dessen Ausmaß direkt die 
Transkriptionsrate beeinträchtigt [23]. 
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Entscheidend für die Tumorentstehung durch de novo Methylierung ist außerdem die 
Überexpression der DNA-Methyltransferasen, insbesondere von DNMT3b. Sowohl bei 
der akuten (AML) als auch bei der chronischen myeloischen Leukämie (CML) konnten 
erhöhte DNMT-Konzentrationen nachgewiesen werden, was eine Erklärung für die 
aberrante Hypermethylierung darstellt [24]. 
 
Abbildung 2: Veränderung der Promotorregion eines Tumorsuppressorgens 
 
In der normalen Zelle liegen die CpG-Dinukleotide der Promotorregion eines Tumor-
suppressorgens im unmethylierten Zustand vor (weiße Kreise). Die angrenzenden 
Histonkomplexe (H, blau) sind am Histon H3 acetyliert und bewirken, dass die Promotorregion 
zugänglich für notwendige Proteine der Transkription bleibt. Dazu gehören 
Trankskriptionsfaktoren (TF), Histon-Acetyltransferasen (HAT) und Coaktivatoren (CA). Die 
transkriptionell aktive CpG-Insel wird durch Grenzelemente (braune Balken) vor methylierten, 
transkriptionell inaktiven DNA-Bereichen geschützt. Hier binden methylbindende Proteine 
(MBPs) an methylierte CpG-Dinukleotide und rekrutieren Proteine, die für weitere 
Methylierungsprozesse verantwortlich sind. Dazu gehören DNA-Methyltransferasen (DNMTs) 
und Corepressoren (CR). In diesem Bereich liegen die Histonkomplexe, katalysiert durch 
Histon-Deacetylasen (HDACs), im deacetylierten Zustand vor (H, weiß) und das Chromatin ist 
damit nicht zugänglich für Transkriptionsfaktoren.  
In der Tumorzelle ist die Trennung der unmethylierten von den methylierten CpG-Inseln durch 
Defekte der Grenzelemente verloren gegangen. Übertretende Methylgruppen bewirken eine 
Bindung der MBPs an nun methylierte CpG-Dinukleotide, wodurch weitere Methylierungs- 
sowie Deacetylierungsprozesse initiiert werden. Der betroffene DNA-Abschnitt ist damit nicht 
länger zugänglich für den Transkriptionsapparat (modifiziert nach [11]). 
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1.2.4 Nukleosomen und Histon-Modifikation 
Die genetische Information des Genoms ist in Form von Chromatin, bestehend aus sich 
wiederholenden Einheiten von Nukleosomen, organisiert. Ein Nukleosom wird aus 146 
Basenpaaren DNA und einem Oktamer aus je zwei Kern-Histonproteinen H2A, H2B, 
H3 und H4 gebildet. Einzelne Nukleosomen werden mit den Verbindungs-
Histonproteinen H1 verknüpft. Die korrekte strukturelle Organisation des Chromatins 
ist notwendig, um die Funktionen des Genoms aufrecht zu halten [8]. 
Die Aktivität eines Gens hängt direkt mit seiner Nukleosomstruktur zusammen. 
Aufgelockerte, unregelmäßig dichte und unmethylierte Nukleosomen sind für 
Transkriptionsfaktoren zugänglich, wohingegen dicht gepackte, methylierte 
Nukleosomen den Transkriptionsfaktoren keinen Zugriff ermöglichen [12, 13]. 
Zu den posttranslationalen, kovalenten Histon-Modifikationen gehört die Acetylierung 
von Lysin, die Methylierung von Lysin und Arginin, sowie die Phosphorylierung von 
Serin und Threonin [25]. Die Acetylierung von Histonen durch Histon-
Acetyltransferasen (HATs) kennzeichnet stets transkriptionell aktive Regionen; 
hypoacetylierte Histone sind dagegen transkriptionell inaktiv [6].  
Im Gegensatz dazu kann Histon-Methylierung sowohl aktive als auch inaktive 
Genabschnitte markieren. Entscheidend ist hierbei der betroffene Lysinrest, denn eine 
Methylierung am NH2-Terminus von Lysin 9 des Histons H3 (H3-K9) findet sich 
beispielsweise am Heterochromatin von Telomeren. Eine Methylierung von Lysin 4 des 
Histons H3 (H3-K4) kennzeichnet dagegen Promotoren aktiver Gene [25]. Die 
vielfältigen Möglichkeiten der Histon-Modifikation bilden die Grundlagen des ‚Histon-
Codes’, der den Informationsgehalt des genetischen Codes dergestalt erweitert, indem er 
die strukturellen Eigenschaften von Chromatin mit einbezieht und so unterschiedliche 
Genabschnitte aktiviert werden können. Die regulatorischen Mechanismen des Histon-
Codes haben somit Einfluss auf physiologische und pathologische Prozesse der 
Genexpression [26]. 
 
1.2.5 Heterochromatisation 
Die Promotoren von Tumorsuppressorgenen liegen bei gesunden Zellen in transkriptiv 
aktiven Euchromatinbereichen; in Tumorzellen befinden sie sich dagegen in Regionen 
des inaktiven Heterochromatins. Zu dieser Veränderung kommt es, wie bereits 
beschrieben, durch einen Defekt der Grenzelemente zwischen Eu- und 
Heterochromatin. Daraus resultiert eine Methylierung der normalerweise 
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unmethylierten CpG-Dinukleotide des Promotors [11]. Der entstandene methylierte 
DNA-Abschnitt bietet nun eine Angriffsfläche für methylbindende Proteine (MBPs), die 
normalerweise nur außerhalb der Grenzelemente vorkommen. Das Vorkommen der 
MBPs innerhalb der Promotorregion blockiert jedoch die Anlagerung des 
Transkriptionsfaktor-Komplexes an die DNA [27]. Die MBPs bewirken außerdem eine 
Rekrutierung von Histon-Deacetylasen (HDACs) am Promotor, wodurch die Histone 
deacetyliert werden. Dies hat eine direkte Konformationsänderung der 
Chromatinstruktur in Heterochromatin zur Folge, wodurch keine Transkription mehr 
möglich ist. Die MBPs stellen hierbei die entscheidende Verknüpfung zwischen DNA-
Methylierung, Histon-Deacetylierung und transkriptioneller Inaktivierung dar [28]. 
 
 
1.3 Genetik versus Epigenetik  
1.3.1 Genetische und epigenetische Interaktionen 
Die Beteiligung epigenetischer Prozesse an der Tumorentstehung wird mehr und mehr 
anerkannt. Es gilt jedoch zu klären, inwieweit genetische und epigenetische 
Veränderungen zusammenwirken. Dieser Frage nachgehend, konnte in zahlreichen 
Studien bestätigt werden, dass die epigenetische Geninaktivierung einen Prozess 
darstellt, der besonders in frühen neoplastischen Stadien vorkommt [29]. 
Untersuchungen zum Verlust der genomischen Prägung (loss of imprinting) legen nahe, 
dass der Status der geprägten Gene mit der Anzahl undifferenzierter Zellen eines 
Gewebetyps in Zusammenhang steht. Sowohl bei Zellen des Wilms-Tumors als auch 
bei Mukosazellen des Kolorektalkarzinoms wurde ein Verlust der genomischen Prägung 
mit gleichzeitiger Vermehrung undifferenzierter Zellen in frühen Tumorstadien 
festgestellt [30]. Daraus wurde die Überlegung abgeleitet, ob das Vorhandensein dieser 
undifferenzierten Zellen möglicherweise einen Angriffspunkt für zusätzliche 
Veränderungen aus dem Bereich der Genetik liefert. Demnach würden epigenetische 
Modifikationen die Vorraussetzung für eine Zelle schaffen, sich genetisch zu verändern 
und in ihrem Wachstum einen neoplastischen Verlauf zu nehmen [5]. Ein Beispiel dafür 
sind die Epithelzellen des Mammakarzinoms, bei denen p16 durch Hypermethylierung 
ausgeschaltet wird. Gleichzeitig konnte eine Reihe chromosomaler Veränderungen 
nachgewiesen werden [31]. Auch beim Magenkarzinom gibt es Hinweise für eine frühe 
Beteiligung epigenetischer Veränderungen an der Tumorentstehung, da in gesunden 
Mukosazellproben von Patienten, die am Magenkarzinom erkrankt sind, eine 
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Hypermethylierung von SFRPs (secreted Frizzled-related proteins) gefunden wurde 
[32]. 
 
1.3.2 Signalwegabhängigkeit (pathway addiction) 
Ein wichtiger Meilenstein für die Aufschlüsselung genetischer und epigenetischer 
Wechselwirkungen ist die Entdeckung der Signalwegabhängigkeit von Tumorzellen. 
Die Signalwegabhängigkeit wurde anhand von Mutationen bei Onkogenen, wie 
beispielsweise RAS, beschrieben. Untersuchungen an Melanomzellen von transgenen 
Mäusen zeigten, dass eine Überexpression von RAS eine Progression des 
Tumorwachstums zur Folge hatte. Eine Ausschaltung von RAS resultierte dagegen in 
einer Tumorregression [33]. Auch transgene Mäuse mit der chromosomalen 
Translokation t(9;22) und dem damit assoziierten BCR/ABL- Fusionsprotein zeigten 
eine Akkumulation maligner myeloischer Zellen. Nach Inaktivierung des 
Fusionsproteins konnte bei diesen Mäuse eine vollständige Remission nachgewiesen 
werden [34]. 
Diese Untersuchungen legen nahe, dass Tumorzellen für die Erhaltung ihrer 
Transkription von den kontinuierlichen Signalen des aktivierten Onkogens abhängig 
sind. Eine Unterbrechung dieser Signale bewirkt den Verlust der phänotypischen 
Eigenschaften einer Tumorzelle [35].  
Die Bedeutung epigenetischer Veränderungen für die Signalwegabhängigkeit, zeigt sich 
beispielsweise am Wnt-Signalweg in Zellen des Kolorektalkarzinoms. Dieser Signalweg 
ist eine Kaskade aus zahlreichen Proteinen, die durch Aktivierung zur Zellproliferation 
führt. Die SFRPs sind Antagonisten des Wnt-Signalwegs und gewährleisten die 
Zelldifferenzierung und Homöostase beispielsweise des Kolon-Epithels. Kommt es 
durch Promotorhypermethylierung zur epigenetischen Herunterregulierung der SFRPs, 
resultiert dies in einer abnormalen Überaktivierung des Wnt-Signalwegs mit gesteigerter 
Transkription der entsprechenden Zielproteine. Dadurch werden Mutationen von Genen 
begünstigt, die wiederum Proteine kodieren, deren Funktionen im späteren Verlauf der 
Kaskade entscheidend sind. Der Verlust der SFRP-Aktivität durch epigenetische 
Geninaktivierung ist ein beim Kolonkarzinom bekanntes Ereignis, besonders innerhalb 
früher Stadien der Karzinogenense. Mutationen von intrazellulären Wnt-Antagonisten, 
wie beispielsweise APC (adenomatosis polyposis coli), können den Wnt-Signalweg 
zusätzlich steigern und dadurch die Tumorprogression beschleunigen [5].  
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Durch diese Kombination aus epigenetischen und genetischen Ereignissen sind die 
Voraussetzungen für eine Überaktivierung des Wnt-Signalwegs geschaffen. Die 
Hochregulierung des Wnt-Signalwegs gilt als grundlegendes Ereignis für die 
Pathogenese und die Progression verschiedener Tumorentitäten.  
 
 
1.4 Der Wnt-Signalweg und die Rolle der SFRPs 
1.4.1 Einführung 
Die Bezeichnung „Wnt“ ist entstanden, nachdem die Orthologie zwischen dem Gen int1 
bei Mäusen und dem Gen wingless bei Drosophila von Rijsewijk et al. entdeckt wurde 
[36]. Insgesamt gibt es sowohl bei Mäusen als auch im menschlichen Genom 19 
aktivierende und inhibierende Wnt-Gene, die für cysteinreiche Glykoproteine kodieren 
[37]. Die physiologische Bedeutung der Wnts und des Wnt-Signalwegs liegt in der 
Regulation von Zellproliferation, Zellteilung, Zellentwicklung, Apoptose und der 
korrekten Entwicklung des Neuralrohrs [38]. Einen Zusammenhang zwischen dem Wnt-
Signalweg und der Tumorentstehung beim Menschen lieferte das Protein ß-Catenin, 
einer zentralen Komponente des Wnt-Signalwegs, beim Kolonkarzinom. Morin et al. 
zeigten eine erhöhte Aktivität von ß-Catenin und dem Transkriptionsfaktor Tcf-4 in 
Tumorzellen bei gleichzeitig vorliegender APC-Mutation [39]. 
 
1.4.2 Die Signalkaskaden 
Mittlerweile sind vier verschiedene Wnt-Signalwege beschrieben, die in kanonische- 
und nicht-kanonische Signalkaskaden unterteilt werden können. Zu den nicht-
kanonischen gehört der Wnt/Kalzium-Signalweg, bei dem ein intrazellulärer 
Kalziumanstieg die Aktivierung verschiedener Proteine, wie der Proteinkinase C und 
der Calmodulinkinase II, auslöst. Ihm wird eine Bedeutung in der Herzentwicklung und 
der Zellmigration während der Embryogenese beigemessen [40]. Das zweite System der 
Wnt-Signalisierung ist die Planare Zellpolarität - ebenfalls eine nicht-kanonische 
Signalkaskade, die an der Entstehung der Polarität planen Gewebes beteiligt ist. 
Beispiele hierfür sind die Ausrichtung der Stereozilien des Innenohrs sowie die 
konvergente Ausdehnung von Zellverbänden während der Gastrulation, bei der durch 
Zellbewegung innerhalb einer epithelialen Zellschicht das Gewebe entlang einer Achse 
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ausgerichtet und verlängert wird [41]. Eine dritte Signalkette übt ihre Funktion in der 
Kontrolle der Ausrichtung des Spindelapparates während der Mitose aus [22]. 
Die am meisten untersuchte Wnt-Signalkaskade stellt der kanonische Wnt-Signalweg 
dar, dem neben einer Beteiligung bei verschiedenen soliden Tumoren eine 
entscheidende Rolle beim Wachstum hämatopoetischer Stammzellen sowie bei 
hämatopoetischen Neoplasien nachgewiesen werden konnte [42]. Im Folgenden wird 
ausschließlich dieser kanonische Wnt-Signalweg beschrieben.  
 
1.4.3 Der kanonische Wnt-Signalweg  
Der Start der Signalkaskade beginnt an der Zellmembran. Durch eine initiale 
Komplexbildung zwischen Wnt mit dem Sieben-Transmembran-Rezeptor Fz (Frizzled) 
und dem Co-Rezeptor LRP (Low-Density Lipoprotein Receptor-Related Protein) wird 
die Phosphorylierung von DVL (Dishevelled Protein) durch die Kaseinkinasen CKI und 
II ausgelöst [43]. Dies bewirkt die Dissoziation von GSK3ß (Glykogensynthase Kinase 
3ß) aus dem Multiproteinkomplex, der aus Axin (Axis Inhibitor), APC, ß-Catenin und 
GSK3ß besteht. Die fehlende Bindung von GSK3ß mit ß-Catenin hat ein Ausbleiben der 
ß-Catenin-Phosphorylierung zur Folge. ß-Catenine entziehen sich damit dem Abbau 
durch das Proteasom, akkumulieren im Zytoplasma und translozieren in den Nukleus. 
Dort interagieren sie mit den Transkriptionsfaktoren LEF-1 (Leukocyte Enhance 
Factor-1) und TCF (T-Cell Factor). Es resultiert eine Transkriptionsaktivierung des 
entsprechenden Gens [44]. 
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Abbildung 3 
Normalerweise unterliegt der Wnt-Signalweg der Kontrolle von Wnt-Antagonisten wie den 
SFRPs. SFRP verhindert die Rezeptorkomplexbildung zwischen Wnt, Fz und LRP5/6. Dadurch 
findet keine Phosphorylierung von DVL statt, welches die Phosphorylierung und damit die 
Inaktivierung des Multiproteinkomplexes verhindert. Der Multiproteinkomplex, bestehend aus 
Axin, GSK3ß und APC, bleibt erhalten und markiert intrazelluläres ß-Catenin mit Ubiquitin. Dies 
dient als Erkennungsregion für die Proteasomen, welche daraufhin ß-Catenin enzymatisch 
abbauen. Es resultiert eine kontrollierte Inhibition der Transkription im Nukleus. 
Abbildung 4 
Bei fehlender Wnt-Antagonisierung führt die Bindung von Wnt an den Rezeptorkomplex Fz und 
LRP5/6 zur Phosphorylierung von DVL. Folglich wird der Multiproteinkomplex durch 
Phosphorylierung inaktiviert und es findet keine Markierung des intrazellulären ß-Catenins statt. 
ß-Catenin entzieht sich damit dem enzymatischen Abbau durch die Proteasomen und 
akkumuliert im Zytoplasma. Bei hohen zytoplasmatischen ß-Catenin-Konzentrationen gelangt 
ß-Catenin in den Nukleus und bindet an die Transkriptionsfaktoren TCF1/LEF. Die Folge ist 
eine gesteigerte Transkriptionsaktivität. 
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Es gibt zahlreiche extrazelluläre Wnt-Antagonisten wie zum Beispiel die SFRPs, 
Cerberus, WIF (Wnt Inhibitory Factor), DKK (Dickkopf) und HDPR1 (Dapper-
Homolog 1), welche die Signalkaskade inhibieren und damit die Transkriptionsaktivität 
regulieren [45]. SFRPs tragen eine cysteinreiche Domäne, homolog der Domäne von 
Fz, und verhindern die Anlagerung von Wnt an seinen Rezeptorkomplex [46]. Damit 
entfällt die Phosphorylierung von DVL und GSK3ß bleibt schließlich als Bestandteil des 
Multiproteinkomplexes erhalten. Dieses Phosphorylierungsschema schafft eine 
Erkennungsregion für ß-TRCP (ß-Transducin-Repeat-Containing Protein), das 
ß-Catenin mit Ubiquitin markiert. Durch diese Markierung wird ß-Catenin dem 
Proteasom zum Abbau zugänglich gemacht. Eine zytoplasmatische Akkumulation von 
ß-Catenin sowie dessen Übertritt in den Nukleus wird hierdurch verhindert. Aus dieser 
antagonistischen Wirkung der SFRPs resultiert letztendlich die Herunterregulierung der 
Transkriptionsaktivität des entsprechenden Gens (Abbildung 3 und 4) [38]. 
 
1.4.4 SFRPs und Tumoren 
Die SFRPs stellen eine Glykoproteinfamilie dar, die aus SFRP-1 bis SFRP-5 besteht. 
Sie fungieren als Antagonisten des Wnt-Signalwegs, indem sie entweder an die Wnt-
Proteine binden und deren Kontakt zum Rezeptor verhindern oder direkt mit dem 
Rezeptor Fz eine Komplexbildung eingehen, die jedoch nicht über eine intrinsische 
Aktivität verfügt [22]. Die Erstbeschreibung eines löslichen Proteins, das eine 
erhebliche strukturelle Ähnlichkeit mit dem Rezeptor Fz und eine inhibierende Wirkung 
im Wnt-Signalweg zeigt, fand 1997 durch Wang et al. statt. Dieses Protein wurde als 
Frzb bezeichnet [47]. Im selben Jahr wurden die SFRPs entdeckt [48]. Es stellte sich 
jedoch heraus, dass es sich bei Frzb und den SFRPs um ein und dieselbe Proteinfamilie 
handelt. Eine Übersicht über die unterschiedliche Nomenklatur liefert Tabelle 1. 
Tabelle 1: SFRP-Nomenklatur 
Anerkannter Name Alternative Namen 
SFRP1 sFRP-1, Frp-1, SARP2, FrzA 
SFRP2 SDF-5, sFRP-2, SARP1 
FRZB sFRP-3, FrzB, Frzb-1, Fritz, Frezzled 
SFRP4 DDC-4, sFRP-4, frpAP, frpHE, FrzB-2 
SFRP5 SARP3, hFRP-1b/Frzb-1b 
       (modifiziert nach [22]) 
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Wie zuvor beschrieben, ist die Antagonisierung von Wnt für die Regulierung der 
Transkriptionsaktivität und damit auch für die Geschwindigkeit des Zellwachstums 
verantwortlich. In zahlreichen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass eine 
dysregulierte Expression der SFRPs in direktem Zusammenhang mit neoplastischen 
Veränderungen steht [49]. Eine Ursache dafür ist die aberrante Methylierung von CpG-
Inseln innerhalb der SFRP-Promotorregionen, was eine Herunterregulierung der SFRPs 
und damit einen Verlust ihrer antagonistischen Wirkung im Wnt-Signalweg zur Folge 
hat. Eine Ausnahme stellt SFRP-3 dar, da bei diesem Gen keine CpG-Inseln innerhalb 
des Promotors nachgewiesen werden konnten [50].  
SFRP-Hypermethylierung führt zu einem ungehemmten Zellwachstum, typischerweise 
innerhalb von Tumorzellverbänden. Den SFRPs können somit entscheidende 
tumorsuppressive Eigenschaften zugesprochen werden, deren Verluste besonders am 
Kolorektalkarzinom beschrieben sind [51]. Das von den SFRPs am häufigsten 
untersuchte SFRP-1 ist nicht nur im Kolorektalkarzinom hypermethyliert und damit 
herunterreguliert, sondern auch bei einer Vielzahl von anderen soliden Tumoren. Im 
Nicht-Kleinzelligen Bronchialkarzinom konnte eine Hypermethylierung von SFRP-1 in 
55 % der Tumoren gezeigt werden. In primären Mammakarzinomzellen waren in einer 
Studie von Veeck et al. mindestens 62 % der Proben am SFRP-1-Promotor 
hypermethyliert [52]. Beim papillären Harnblasenkarzinom wurde eine SFRP-1-
Methylierung in 29 % der Proben nachgewiesen, [53]. Weitere Hypermethylierungen 
des SFRP-1-Promotors fanden sich beim Prostatakarzinom (83 %) [54] sowie beim 
pleuralen Mesotheliom (100 %) [49]. 
Es gibt jedoch einige Hinweise dafür, dass nicht nur die Herunterregulierung von 
SFRPs, sondern auch die SFRP-Hochregulierung eine Rolle in Tumorzellen spielt. So 
wurde in einer Studie von Horvath et al. die Überexpression von SFRP-4 in humanen 
Prostatakarzinom-Zelllinien gezeigt, die mit einer geringeren Wachstumsrate, einer 
reduzierten Invasivität und mit einer günstigeren Prognose assoziiert wurde [55].  
 
SFRP-2 gewann im Hinblick auf seinen möglichen Einsatz als Biomarker für das 
Kolorektalkarzinom in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung. So wiesen Huang 
et al. eine SFRP-2-Hypermethylierung bei über 90 % der untersuchten DNA aus 
Stuhlproben von Patienten mit Kolorektalkarzinom nach, während sich bei gesunden 
Probanden gleichzeitig nur in 4 % der Fälle eine SFRP-2-Hypermethylierung zeigte 
[56]. 
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1.4.5 Wnt und hämatopoetische Neoplasien  
Erste Hinweise für die Bedeutung des Wnt-Signalwegs in der Hämatopoese lieferten 
Austin et al. mit der Beobachtung, dass die Proteine Wnt5a und Wnt10b in 
hämatopoetischem Gewebe exprimiert werden. Außerdem ist Wnt10b in 
hämatopoetischen Stamm-/Progenitorzellen und Wnt5a in fetalen, hämatopoetisch 
aktiven Stromazellen der Leber zu finden [57]. Als zentrale Komponente des Wnt-
Signalwegs stellt ß-Catenin eine häufig untersuchte Einflussgröße in hämatologischen 
Studien dar. So führte die Aktivierung der ß-Catenin-Expression im Mausmodell zu 
erheblichen Veränderungen in der Hämatopoese, was in einer Blockierung der 
lymphatischen, myeloischen und erythropoetischen Zelldifferenzierung resultierte. 
Außerdem zeigte sich eine deutliche Vermehrung hämatopoetischer Stammzellen, die 
gleichzeitig eine verminderte Zellteilungsaktivität aufwiesen [42]. Diese Ergebnisse 
liefern den Beweis für einen Einfluss des Wnt-Signalwegs auf die hämatopoetische 
Zelldifferenzierung in Abhängigkeit der ß-Catenin-Aktivität sowie auf den Erhalt des 
physiologischen Stammzellpools. Im gleichen Sinne kann eine Wachstumshemmung 
von hämatopoetischen Stammzellen durch Inhibition der Bindung von Wnt an seinen 
Membranrezeptor bewirkt werden. Dadurch wird die zentrale Rolle des Wnt/ß-Catenin-
Signalwegs als Mediator in der Hämatopoese deutlich [58]. Als Nächstes stellt sich die 
Frage, inwieweit der Wnt-Signalweg an der Entstehung von hämatopoetischen 
Neoplasien beteiligt ist. In Untersuchungen an lymphozytären Zellen der chronischen 
lymphatischen Leukämie (CLL) wurde eine erhöhte Expression von Wnt3, Wnt5b, 
Wnt6, Wnt10b, Wnt14, Wnt16, des Wnt-Rezeptors Fz-3 sowie des Transkriptionsfaktors 
LEF-1 gegenüber normalen B-Lymphozyten nachgewiesen. Außerdem führte die 
Hemmung von GSK3ß mit anschließender ß-Catenin-Aktivierung zu einer erhöhten 
Transkriptionsrate und verlängerte die Lebensdauer der CLL-Zellen. Auch der Verlust 
der Fähigkeit für Apoptose, der die Malignität dieser Erkrankung wesentlich 
beeinflusst, lässt sich teilweise auf Störungen der Wnt-Signalisierung zurückführen [59].  
Komplexe Zusammenhänge zwischen dem Wnt-Signalweg, Wnt-Antagonisten, 
Promotorhypermethylierung sowie prognostischen Kriterien konnten durch 
Beobachtungen an Zellen der akuten lymphatischen Leukämie (ALL) dargestellt 
werden. So beschrieben Romàn-Gòmez et al. nicht nur eine Assoziation zwischen 
herunterregulierten Wnt-Antagonisten wie den SFRPs und einer entsprechenden 
Promotorhypermethylierung in ALL-Zellproben, sondern auch eine um 41 % 
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verminderte 10-Jahres-Überlebensrate von Patienten mit aberrant methylierten Wnt-
Antagonisten gegenüber nicht-methylierten ALL-Patientenproben [60]. 
Auch bei der AML spielen abnormale Wnt-Aktivitäten eine wesentliche Rolle. Der 
Entstehung einer AML liegt häufig eine chromosomale Translokation zu Grunde, durch 
die es zur Entstehung eines Fusionsproteins kommt. In den betroffenen Zellen konnte 
eine erhöhte Produktion von Plakoglobin und ß-Catenin nachgewiesen werden, die mit 
LEF-1 und TCF Komplexe bilden können. Durch diesen Vorgang wird sowohl die 
Aktivität der Transkriptionsfaktoren gesteigert, als auch die Genexpression von LEF-1 
und TCF hochreguliert. Die Veränderungen des Wnt-Signalwegs im Zusammenhang 
mit einer akuten Leukämie wurden in vivo am Mausmodell bestätigt. Dabei führte die 
Gabe von Plakoglobin zu einer schnell tödlich verlaufenden Krankheit mit multiplen, 
histologisch gesicherten Infiltrationen von hämatopoetisch unreifen Vorläuferzellen in 
zahlreichen Organen, die sich am ehesten mit der Morphologie einer AML vereinbaren 
ließen [61]. 
Weitere Untersuchungen an AML-Proben, die unabhängig von ihrer Zytogenetik 
ausgewählt wurden, zeigten ebenfalls eine ß-Catenin-Erhöhung sowie eine erhöhte 
TCF/LEF-Aktivität. Zusätzlich führte eine Aktivierung von TCF/LEF zu einer 
verminderten Apoptoserate in gesunden Stammzellen. Eine Erklärung für den Verlust 
der Differenzierungsfähigkeit von AML-Zellen in Zusammenhang mit dem Wnt-
Signalweg lieferte folgende Beobachtung: Gesunde Stammzellen exprimieren ß-Catenin 
in Abhängigkeit ihrer CD34-Expression; je mehr CD34 die Stammzelle trägt, desto 
höher ist ihre ß-Catenin Konzentration. Im Laufe der Stammzelldifferenzierung, die mit 
einer Abnahme von CD34 und einer Zunahme von spezifischeren Oberflächenantigenen 
einhergeht, sinkt auch die Konzentration von ß-Catenin. Diese Korrelation ist bei AML-
Zellen aufgehoben, da sowohl hohe Konzentrationen von ß-Catenin bei Zellen mit 
niedriger CD34-Expression, als auch niedrige ß-Catenin-Konzentrationen bei hoher 
CD34-Expressivität gemessen wurden [62]. 
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass eine aberrante Aktivierung verschiedener 
Schlüsselproteine des Wnt-Signalwegs zur Entstehung maligner Phänotypen 
hämatopoetischer Zellen führt, die charakterisiert sind durch eine dysregulierte 
Selbsterneuerung, mangelhafte Zelldifferenzierung und eine pathologisch verlängerte 
Lebensdauer. 
 
                                                                                                                          1 Einleitung 
 17 
1.4.6 Hypermethylierung und hämatopoetische Neoplasien  
Die Bedeutung der promotorassoziierten Hypermethylierung von CpG Inseln bei AML-
Patienten konnte von Galm et al. mit Hilfe der methylierungsspezifischen 
Polymerasekettenreaktion (MSP) an zahlreichen Genen nachgewiesen werden. Für das 
Wachstumsfaktorregulations-Gen SOCS-1 (Suppressor of Cytokine Signaling 1) sowie 
für p15 zeigte sich bei den untersuchten AML-Proben eine aberrante 
Promotormethylierung mit einer Häufigkeit von 45,0 % und 31,7 %. Auch MSP-
Analysen der Zelladhäsions-Gene E-Cad (E-Cadherin) und TIMP-3 (Tissue Inhibitor of 
Matrix Metalloproteinase 3) sowie des Wachstumsfaktorregulations-Gens RAR-ß2 
(Retinoic Acid Receptor β2), ergaben eine gehäufte Hypermethylierung bei AML-
Patienten [63]. Aufgrund der fundamentalen Bedeutung der korrekten 
Funktionsfähigkeit dieser Gene in Hinblick auf Zellwachstum, Zellzykluskontrolle und 
Apoptose wird deutlich, dass Veränderungen der Genexpression durch epigenetische 
Modifikationen einen Eingriff in die Physiologie hämatopoetischer Zellen bedeuten und 
in Zusammenhang mit der Entstehung einer AML gebracht werden können.  
 
 
1.5 Methoden der DNA-Methylierungsanalysen  
Zur Analyse von DNA-Methylierung stehen je nach Zielsetzung verschiedene 
Methoden zur Verfügung. Um die globale Methylierung des Genoms quantitativ zu 
bestimmen, galt die High-performance liquid chromatography (HPLC) mit initialer 
enzymatischer Hydrolyse der DNA viele Jahre als Standardverfahren. Hierbei wird mit 
Hilfe der UV-Absorption bei 254 nm sowohl der Gesamtanteil von Cytosin als auch von 
5-Methyl-Cytosin gemessen. Bei der High-performance capillary electrophoresis 
(HPCE) wird die DNA ebenfalls enzymatisch hydrolysiert, aber nur der Anteil des 
5-Methyl-Cytosins bestimmt [64]. 
Ein analytisches Verfahren zur quantitativen Bestimmung einzelner CpG-Dinukleotide 
ist die Methylation-sensitive single nucleotide primer extension (Ms-SNuPE). Wie bei 
den meisten Methoden der DNA-Methylierungsanalytik, stellt hierbei die initiale 
Behandlung der DNA mit Natriumbisulfit und der daraus folgenden Konversion von 
unmethyliertem Cytosin zu Uracil unter Erhaltung der 5-Methyl-Cytosine, die 
Vorraussetzung des Verfahrens dar. Die quantitative Bestimmung erfolgt durch Primer-
Extension mit Hilfe radioaktiv markierter Nukleotide (Phosphorimaging) [65]. Ein 
Nachteil dieser Methode ist die Verwendung von radioaktivem Material. 
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Die Bisulfit-Sequenzierung gehört ebenfalls zu den quantitativen Messverfahren. 
Hierbei wird die DNA zunächst mit Natriumbisulfit behandelt und anschließend mit 
spezifischen Primern für bisulfitkonvertierte DNA amplifiziert. Die Amplifikations-
Produkte aus der Polymerasekettenreaktion (PCR) werden in Plasmid-Vektoren kloniert 
und sequenziert [66]. Eingeschränkt wird diese Methode durch die Notwendigkeit einer 
hohen Anzahl von Klonen, um zuverlässige Ergebnisse zu erhalten.  
Als erste qualitative Analysemethode zum Nachweis von DNA-Methylierung wurde das 
Southern-Blotting eingesetzt, was viele Jahre als Standardmethode galt [3]. Grundlage 
hierfür ist die Verwendung methylierungs-sensitiver Restriktionsenzyme. Diese 
Methode wird einerseits limitiert durch die hohe Menge an DNA, die zur Verfügung 
stehen muss und andererseits durch die begrenzten Erkennungssequenzen der 
Restriktionsenzyme.  
Heutzutage ist die methylierungsspezifische PCR (MSP) die am weitesten verbreitete 
Methode zur qualitativen Methylierunsanalytik [67]. Hierbei wird Bisulfit-konvertierte 
DNA mit Hilfe zweier verschiedener Primer-Paare mittels PCR amplifiziert. Bei den 
Primern handelt es sich jeweils um ein spezifisches Paar für die methylierte und ein 
spezifisches Paar für die unmethylierte DNA-Sequenz. Während der MSP wird Uracil, 
das bei der Bisulfit-Behandlung aus unmethyliertem Cytosin entstanden ist, durch 
Thymin ersetzt. Aufgrund der hohen Sensitivität, der sicheren Handhabung ohne 
radioaktive Substanzen und der Möglichkeit, Methylierungen verschiedenster Gene 
nachzuweisen, konnte sich dieses Verfahren in der Methylierungsanalytik gut etablieren 
[68]. 
Abbildung 5: Ablauf der Methylierungsanalytik mittels MSP 
 
 
DNA-Probe
DNA-Amplifikation mittels 
methylierungs-spezifischer 
PCR (MSP)
Gelelektrophoretische
Auswertung
Bisulfit-Behandlung
Cytosin            Uracil
Methylcytosin         Methylcytosin
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2 Akute Myeloische Leukämie (AML) 
2.1 Epidemiologie und Ätiologie 
Die AML ist eine maligne Stammzellerkrankung, bei der es zur klonalen Vermehrung 
unreifer myeloischer Vorläuferzellen (Blasten) im Knochenmark kommt und 
gleichzeitig mit einer Knochenmarkinsuffizienz einhergeht. 
Mit einem Anteil von 75-80 % ist die AML die häufigste unter den akuten Leukämien 
im Erwachsenenalter. Sie ist gekennzeichnet durch die niedrigste Überlebensrate aller 
Leukämien. Leukämien sind bei Männern < 40 Jahren und bei Frauen < 20 Jahren die 
häufigste tumorbedingte Todesursache [69]. Das mediane Erkrankungsalter der AML 
liegt bei 63 Jahren mit steigender Erkrankungswahrscheinlichkeit im zunehmenden 
Alter.  
Insgesamt liegt die Prävalenz bei 3,8/100.000 Einwohnern; ab dem 65. Lebensjahr 
steigt diese auf 17,9/100.000 Einwohner. Männer haben gegenüber Frauen eine leicht 
erhöhte Inzidenz bei einem Verhältnis von 3:2 [70]. 
Als Ursache für die Entstehung der AML kommt eine Vielzahl von Risikofaktoren in 
Betracht. Allerdings gibt es nur bei etwa 10 % der Erkrankten einen nachweisbaren 
Zusammenhang mit Risikofaktoren in der Vergangenheit. Der überwiegende 
Patientenanteil liefert keine Hinweise auf einen eindeutigen Krankheitsauslöser.  
Eine Übersicht über beteiligte Risikofaktoren an der AML-Entstehung liefert Tabelle 2. 
 
Tabelle 2: AML-assoziierte Risikofaktoren 
Genetische Risikofaktoren Umweltfaktoren 
 
• Down-Syndrom 
• Klinefelter-Syndrom 
• Patau-Syndrom 
• Ataxia teleangiectasia 
• Neurofibromatose 
• Fanconi Anämie 
• Li-Fraumeni-Syndrom 
 
1. Physikalische/chemische Einflüsse 
• Benzol 
• Pestizide 
• Zigaretten 
• Epipodophyllotoxine 
2. Ionisierende Strahlen 
• Therapeutische Bestrahlung 
• Andere Strahlenexposition 
3. Chemotherapie 
• Alkylanzien 
• Topoisomerase-II-Inhibitoren 
• Anthrazykline 
(modifiziert nach [71]) 
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Abhängig von der Ätiologie unterscheidet man die  
• primäre oder auch de novo AML, bei der keine Krankheitsursache nachzuweisen 
ist, 
• sekundäre AML (s-AML), die aus einem myelodysplastischen Syndrom (MDS) 
entsteht und  
• therapieassoziierte AML (t-AML). Dazu zählen vor allem anamnestische Chemo- 
oder Radiotherapien. 
 
 
2.2 Klinische Symptomatik 
Initial ist das klinische Erscheinungsbild der AML sehr variabel. Das Spektrum der 
Beschwerden reicht von unspezifischem Unwohlsein bis hin zu lebensbedrohlichen 
Zuständen. Gekennzeichnet ist die Symptomatik durch die Folgen der 
Myelosuppression mit Anämie, Granulozytopenie und Thrombozytopenie. Ausdruck 
der Anämie können Müdigkeit, Blässe und verminderte Leistungsfähigkeit sein. 
Symptome, die im Rahmen einer Granulozytopenie auftreten, sind schwere Infektionen, 
insbesondere Pneumonien sowie pyogene Hautinfektionen, Soor oder Sepsis. Petechien, 
Menorrhagien, Zahnfleischblutungen, gastrointestinale Blutungen und Epistaxis 
dagegen sind Folge einer Thrombozytopenie, die im Extremfall auch zu zerebralen 
Massenblutungen führen kann. Seltener finden sich extramedulläre Manifestationen mit 
leukämischer Infiltration von Lymphknoten, Leber, Milz, Gingiva, Haut oder dem 
zentralen Nervensystem. Eine Meningeosis leucaemica ist gekennzeichnet durch starke 
Kopfschmerzen, Sehstörungen und Hirnnervenausfällen. Im Rahmen einer Leukozytose 
mit Werten > 100.000/µl kann es zur Entwicklung einer Leukostase und daraus 
resultierenden Mikrozirkulationsstörungen kommen. Dieser Zustand stellt einen 
hämatologischen Notfall dar. Die Leukostase ist gekennzeichnet durch Hypoxie, 
retinalen Einblutungen, neurologischen Ausfallerscheinungen und arteriellen 
Verschlüssen. Als charakteristische Manifestation für die FAB (French-American-
British)-Subtypen M4 und M5 gilt die Gingivahyperplasie. Das klinische Bild der FAB-
M3 ist geprägt durch das Auftreten von Koagulopathien mit disseminierter 
intravaskulärer Gerinnung (DIC), Hyperfibrinolyse und unspezifischer proteolytischer 
Aktivität. Diese Störungen in den Gerinnungsabläufen sind für die Entstehung häufig 
tödlich verlaufender Thrombosen und Blutungen verantwortlich. 
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Sowohl bei älteren Patienten als auch bei der s-AML und der t-AML kommen gehäuft 
aleukämische AML-Formen mit normalen oder sogar erniedrigten Leukozytenzahlen 
vor.  
 
 
2.3 Klassifikation 
Kriterien, nach denen die AML klassifiziert wird, beziehen sich auf die Zytologie, 
Zytochemie, Immunologie, Zytogenetik und Morphologie der blastären Zellen. Die 
FAB-Klassifikation wurde 1985 eingeführt und zuletzt 1991 mit der Einführung der 
AML-M0 modifiziert [72]. Sie unterscheidet nach morphologischen und 
immunhistochemischen Kriterien der Blasten und berücksichtigt damit ihren 
Differenzierungsgrad. Die neuere, zuletzt 2003 revidierte Klassifikation der World 
Health Organization (WHO), beinhaltet zusätzlich molekulargenetische und 
anamnestische Aspekte sowie Angaben zur Therapie [73]. Der Übergang vom MDS in 
eine AML wird in der FAB-Klassifikation ab einem medullären Blastenanteil von 30 % 
und in der WHO-Klassifikation bereits ab 20 % festgelegt.  
Tabelle 3: WHO-Klassifikation der AML 
AML mit spezifischen, 
wiederkehrenden 
zytogenetischen 
Translokationen 
• AML mit t(8;21)(q22;q22) (AML1/ETO) 
• Akute Promyelozytenleukämie (AML M3) mit 
t(15;17)(q22;q22) (PML/RARα) und Varianten 
• AML mit abnormalen Knochenmark-Eosinophilen und 
inv(16)(p13;q22) oder t(16;16)(p13;q22) (CBFß-MYH11) 
• AML mit 11q23-Anomalien (MLL) 
AML mit multilineärer 
Dysplasie 
• AML mit vorausgegangener 
Myelodysplasie/myeloproliverativem Syndrom 
• AML ohne vorausgegangenem myeloproliferativem Syndrom, 
aber mit Dysplasien in ≥ 50 % der Zellen in zwei oder mehr 
myeloischen Zellreihen 
Therapieinduzierte AML und 
MDS 
• Nach Alkylanzien-Therapie 
• Nach Therapie mit Epipodophyllotoxinen (Topoisomerase-
Inhibitoren)  
• Andere Auslöser 
AML ohne andere Kategorie 
• AML mit minimaler Differenzierung 
• AML mit Ausreifungen 
• Akute myelomonozytäre Leukämie 
• Akute monozytäre Leukämie 
• Akute Erythroleukämie 
• Akute Megakaryoblastenleukämie 
• Akute Basophilenleukämie 
• Akute Panmyelose mit Myelofibrose 
• Myelosarkom/Chlorom 
AML ohne eindeutige 
Linienzugehörigkeit 
• Undifferenziert 
• Bilineär 
• Biphänotypisch 
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Tabelle 4: FAB-Klassifikation der AML 
FAB-Subtyp 
(Häufigkeit %) Morphologie 
Zytochemie Assoz. 
Karyotyp/ 
Molekular-
genetik 
Ober-
flächen-
Antigene 
(pos/neg) POX PAS Est. 
M0 Undifferenzierte 
Leukämie ( 3,9 %) 
Undifferenzierte Blasten 
ohne Granula < 3 % - -  
CD13+       
CD33+         
CD 34+        
CD117+ 
M1 Minimal 
differenzierte 
Leukämie (18,8 %) 
Undifferenzierte Blasten, 
evtl. einzelne 
Granulationen, < 10 % 
ausreifende Myelopoese 
≥ 3 % - - AML1/ETO 
CD13+   
CD33+     
CD34+      
MPO+    
CD117+ 
M2 Leukämie mit 
Ausreifung (33,9 %) 
> 10 % d. Blasten zeigen 
Granula, Auerstäbchen, 
< 20 % Promyelozyten, 
> 10 % ausreifende 
Myelopoese 
> 3 % - - t(8;21) AML1/ETO 
CD13+        
CD33+         
CD34+         
MPO+       
CD117+       
evtl. 
CD56+ 
M3 Promyelozyten- 
leukämie ( 3,8 %) 
 
 
M3v mikrogranuläre 
Variante (0,9 %) 
> 20 % abnorme, stark 
granulierte Promyelozyten, 
Fagott-Zellen 
(Auerstäbchen in Bündeln) +++ - - 
t(15;17) 
PML/RARα 
CD13+        
CD33+       
MPO+       
CD34-        
HLA-DR- Geringere Granulation als 
M3, bilobuläre Blasten 
M4 Myelomono- 
zytäre Leukämie 
(18 %) 
 
M4eo Myelomono-
zytäre Leukämie 
mit Eosinophilie      
( 5,8 %) 
30-80 % myeloische 
Blasten, 
Monozytenanteil > 20 % 
 
≥ 3 % - > 20 %
 
CD13+      
CD33+       
CD64+      
CD14+       
HLA-DR+  
CD15+      
CD9+ 
Zusätzlich unreife 
Eosinophile mit dunkler 
Granula 
Inv(16) 
CBFβ/MYH11 
M5a Monoblasten- 
leukämie (4,8 %) 
 
M5b Monozyten- 
leukämie (5,4 %) 
> 80 % der Blasten sind 
monozytär, 
> 80 % Monoblasten, 
± - +++ 
t(9;11) 
abn(11q23)  
MLL-
Aberrationen 
CD13+      
CD33+    
CD64+       
CD14+         
HLA-DR+   
CD4+ 
> 80 % differenzierte 
monozytäre Zellen 
M6 Erythroleukämie 
(4,3 %) 
≥ 50 % Erythroblasten, 
30 % Myeloblasten - - -  
GlyA+         
CD13+         
CD33+ 
M7 Megakaryo-
blastenleukämie 
(0,7 %) 
Polymorphe, vakuolisierte 
Blasten, Myelofibrose - ± ±  
CD41+       
CD61+       
CD13+       
CD33 + 
Abkürzungen: POX: Peroxidase; PAS: Perjod-Acid-Schiff-Reaction; Est: unspezifische 
Esterase; MPO: Myeloperoxidase; GlyA: Glykogen A. 
 
 
2.4 Zytogenetik und Prognosefaktoren 
Eine konventionelle Chromosomenanalyse wird bei jedem AML-Patienten obligat 
durchgeführt, da der Karyotyp entscheidende Informationen über Prognose und 
Therapieoptionen mit sich bringt [74]. Etwa 40 % der Patienten weisen einen normalen 
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Karyotyp auf und fallen damit in die intermediäre Risikogruppe. Bei bis zu 60 % finden 
sich erworbene, chromosomale Aberrationen, die von allen prädiktiven Parametern den 
größten Aussagewert haben. Unterschieden werden balancierte Translokationen wie die 
t(8;21), Inversionen wie zum Beispiel die inv16, Deletionen wie die del5q und 
Trisomien wie die Trisomie 8. Andere Verhältnisse liegen bei der t-AML vor. Hier 
können bei ca. 85 % der Patienten chromosomale Aberrationen nachgewiesen werden. 
Dabei besteht ein deutlicher Zusammenhang zwischen der Art der karyotypischen 
Veränderung und dem stattgefundenen zytostatischen Therapieverfahren. So finden sich 
bei t-AML-Patienten nach einer Therapie mit Alkylanzien überdurchschnittlich häufig 
eine Deletion oder ein kompletter Verlust der Chromosomen 5 und 7 [75].  
Die akute Promyelozytenleukämie (APL, PML) ist in etwa 90 % mit einer balancierten 
reziproken Translokation der Chromosomen 15 und 17 assoziiert und stellt durch ihre 
gute Therapierbarkeit den AML-Subtyp mit der besten Prognose dar. Bei der t(15;17) 
ist das Gen RARα (Retinoic Acid Receptor α) auf Chromosom 17 und das 
Promyelozyten-Gen PML auf Chromosom 15 betroffen. Beide sind an der Entstehung 
des für die APL pathognomonischen Fusionsproteins PML-RARα beteiligt. Bei den 
restlichen 10 % der APL-Patienten ist RARα mit PLZF (Promyelocytic Leukemia Zinc 
Finger), NPM (Nucleophosmin), NuMA (Nuclear Mitotic Apparatus) oder STAT5b 
(Signal Transducer and Acivator of Transcription 5b) fusioniert [76]. Die 
charakteristische Folge der Entstehung solcher Fusionsproteine ist die Blockierung der 
hämatopoetischen Zelldifferenzierung mit einer gleichzeitig verminderten 
Apoptosefähigkeit.  
Tabelle 5: FAB-Einteilung der Risikogruppen in Abhängigkeit vom Karyotyp 
Risikogruppe Karyotyp 
Günstig 
• t(8;21)  
    (Ausnahmen: CD56+ oder KIT positive t(8;21) AML) 
• inv16, t(16;16) 
• t(15;17) 
Intermediär 
• normaler Karyotyp (Risikostratifizierung mittels 
molekulargenetischer Analytik) 
• isolierte Trisomie 8 
• t(9;11) 
Ungünstig 
• komplexe Karyotypen 
• inv3 
• t(3;3), 
• t(6;9) 
• del5q, del7q 
• t(11q23) 
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Zusätzlich zur Karyotypisierung können molekulargenetische Analyseverfahren wie die 
PCR und die direkte Gensequenzierung zum Einsatz kommen. So findet sich bei 25-
30 % der AML-Patienten mit normalem Karyotyp eine Mutation des Gens FLT3 (FMS-
Like-Tyrosinkinase), die zusätzlich positiv oder negativ für eine interne 
Tandemduplikation (ITD) sein kann. Weitere molekulargenetische Abnormalitäten sind 
die partiellen Tandemduplikationen MLL-PTD (Mixed Lineage Leukemia) und die 
Überexpression von BAALC (Brain And Acute Leukemia, Cytoplasmic), die alle der 
ungünstigen Risikogruppe zuzuordnen sind. Assoziiert mit einer besseren Prognose sind 
Punktmutationen von CEBPα (CCAAT/Enhancer-Binding-Protein-α) und NPM1 
(Nukleophosmin 1), die nach aktueller Studienlage sogar eine günstigere Prognose als 
Patienten ohne NPM1-Mutation aufweisen [77]. 
Die molekularen Effekte der genetischen Aberrationen können sich auf unterschiedliche 
Art und Weise auf die Entwicklung hämatopoetischer Vorläuferzellen auswirken: 
• Wachstumsvorteile gegenüber nicht veränderten Zellen 
• Funktionsverlust von Tumorsuppressorgenen  
• Funktionssteigerung von Onkogenen  
• Veränderungen innerhalb der Signaltransduktions-Kaskaden 
Zu einer Funktionssteigerung kommt es bei Mutationen von RAS, KIT oder FLT3, die 
jeweils bestimmten Karyotypen zugeordnet werden können. RAS-Mutationen treten 
besonders bei der inv16 sowie der t(16;16) auf und steigern die Proliferation sowie die 
Überlebensdauer von hämatopoetischen Progenitorzellen. Eine Häufung von 
Mutationen des Onkogens KIT, einer Rezeptor-Tyrosinkinase, findet sich bei AML-
Patienten mit der t(8;21), der Inversion inv16 und der t(16;16) und gehen mit einer 
signifikant erhöhten Rezidivrate einher [78]. Die t(8;21) und die inv16 werden zu den 
CBF-Leukämien (Core-Binding Factor) gezählt und führen zur Entstehung der 
Fusionsgene AML1/ETO und CBFB/MYH11. CBF ist an der Regulation der normalen 
Hämatopoese beteiligt. 
Seitdem ein Zusammenhang zwischen FLT3-Mutationen und dem Wnt-Signalweg 
aufgedeckt wurde stellen aktivierende interne Tandemduplikationen von FLT3 einen 
viel versprechenden Ansatzpunkt für die Aufklärunng der AML-Entstehung dar. FLT3-
Mutationen bewirken in myeloischen Progenitor-Zelllinien eine gesteigerte Expression 
von Fz-4 sowie eine Erhöhung der ß-Catenin-Konzentration, die auch in AML-Proben 
nachgewiesen werden konnte [79].  
Neben der Zyto- und Molekulargenetik nehmen weitere Parameter Einfluss auf die 
individuelle prognostische Beurteilung eines AML-Patienten. Als günstig gilt ein 
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Lebensalter ≤ 60 Jahren bei Erstdiagnose, eine de novo AML sowie ein Ansprechen auf 
die erste Induktionstherapie mit einer Blastenreduktion im Knochenmark auf unter 10 % 
am 15. Tag nach Therapiebeginn. Im Gegensatz dazu stellen die s-AML und die t-AML 
schlechte Prognosefaktoren dar. 
 
 
2.5 Diagnostik 
Erste diagnostische Schritte bei Verdacht auf eine AML sind neben Differentialblutbild 
und Retikulozytenbestimmung eine Gerinnungsdiagnostik, die Bestimmung von LDH 
(Laktatdehydrogenase) und CRP (C-reaktives Protein), die zytochemische Analyse 
mittels Esterase, Peroxidase und PAS sowie die Immunphänotypisierung. Die 
Immunphänotypisierung erfolgt mit Hilfe des FACS (Fluorescence Activated Cell 
Sorter), das ein Profil der Oberflächenantigene der leukämischen Zellen erstellt und 
unter anderem die genaue Zuordnung innerhalb der FAB-Klassifikation ermöglicht.  
Blutgruppenbestimmung, Virusserologie sowie HLA-Typisierung für eine eventuelle 
allogene Stammzelltransplantation bei Patienten, die jünger als 65 Jahre sind, sollten 
möglichst früh erfolgen. Im Rahmen der weiteren Diagnostik sind Röntgen-Thorax, 
Abdomen-Sonografie und Lumbalpunktion bei neurologischen Symptomen indiziert, 
um leukämische Organinfiltrationen nachzuweisen. Im Mittelpunkt der diagnostischen 
Verfahren steht die Punktion des Knochenmarks, anhand dessen eine zytochemische 
und morphologische Beurteilung der hämatopoetischen Zellen erfolgt. Des Weiteren 
kann damit eine Karyotypisierung und eine Ermittlung der verhältnismäßigen 
Verteilung von reifen und unreifen Zellen stattfinden. 
 
 
2.6 Therapie 
2.6.1 Zytostatische Chemotherapie und Stammzelltransplantation 
Das primäre Ziel bei der Behandlung einer AML ist das Erreichen einer kompletten 
Remission (CR) mit einer Blastenreduktion im Knochenmark auf < 5 % und 
gleichzeitiger Normalisierung des peripheren Blutbildes mit Neutrophilenzahlen > 
1000/µl und Thrombozyten von ≥ 100.000/µl. Der absolute Hämoglobinwert ist nicht 
ausschlaggebend für die Definition der CR, der Patient muss jedoch stabile Werte ohne 
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Transfusionen aufrecht halten können [73]. Die AML-Therapie wird mit der Phase der 
Induktionstherapie eingeleitet. Eine CR kann erreicht werden bei: 
 → 75 % der Patienten mit normalem Karyotyp 
 → 90 % der Patienten mit der inv16 und der t(8;21) 
 → 20-40 % der Patienten mit ungünstiger Zytogeneti 
Als Standard für die Induktionstherapie gilt das „7+3“-Schema mit einer Kombination 
aus Cytosin-Arabinosid (Ara-C) für sieben Tage und einem Anthrazyklin (Daunorubicin 
oder Idarubicin) über drei Tage mit insgesamt zwei Zyklen. Bei Patienten, die nach der 
Induktionstherapie keine CR erreichen, sollte eine frühe allogene 
Stammzelltransplantation in Betracht gezogen werden, da ihre Prognose sehr ungünstig 
ist.  
Nach erfolgreicher Induktionstherapie folgt die Konsolidierungs- oder 
Postremissionstherapie mit dem Ziel der Beseitigung residueller Leukämiezellen. Ohne 
die anschließende Konsolidierung kommt es fast immer zum Rezidiv. Im Gegensatz zur 
Induktionstherapie erfolgt die Konsolidierung risikoadaptiert und bevorzugt innerhalb 
multizentrischer klinischer Studien. Da Niedrigrisiko-Patienten am ehesten von einer 
Hochdosis Ara-C-Therapie profitieren, erhalten sie zunächst keine 
Stammzelltransplantation. Auch bei Patienten mit intermediärem Risikoprofil gilt die 
Hochdosis Ara-C-Therapie als Standard. Wird ein HLA-kompatibler Familienspender 
gefunden, kann im Rahmen klinischer Studien während der ersten CR eine allogene 
Stammzelltransplantation erfolgen. Hochrisiko-Patienten sollten frühzeitig einer 
allogenen Transplantation unterzogen werden, da sie selten von der alleinigen 
Chemotherapie profitieren.  
Bei nachgewiesenen molekularen Aberrationen, wie der FLT3-ITD oder Mutationen 
von NPM1 oder CEBPα, werden zunehmend spezielle Therapiekonzepte entwickelt. So 
erzielt die allogene Stammzelltransplantation bei FLT3-ITD positiven Patienten nach 
aktueller Studienlage gegenüber der Hochdosis-Chemotherapie und der autologen 
Stammzelltransplantation wesentlich bessere Erfolge im Hinblick auf eine Reduktion 
der Rezidivrate und einer Verbesserung des Gesamtüberlebens [80]. 
 
2.6.2 Supportive Therapie 
Mit dem Ziel der Mortalitätssenkung müßen neben der Bekämpfung der malignen 
Zellklone auch die chemotherapeutische Toxizität sowie die therapieassoziierte und 
tumorbedingte Myelosuppression mit ihren Konsequenzen behandelt werden. Dazu 
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gehört die antibiotische und antimykotische Therapie. Besonders in Phasen schwerer 
Neutropenien. Transfusionen von Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentraten 
erfolgen in Abhängigkeit des Blutbildes, des Allgemeinzustandes des Patienten und in 
Abschätzung zusätzlicher Risikofaktoren. Eine Substitution mit Frischplasma und 
Gerinnungsfaktoren kann bei bedrohlichen Koagulopathien eingeleitet werden.  
Die Gabe von G-CSF (Granulocyte Colony-Stimulating Factor) und GM-CSF 
(Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) ist nach wie vor umstritten, da 
sie weder das leukämiefreie Intervall nach erfolgreicher Induktionstherapie, noch die 
Mortalität positiv beeinflussen konnten. In einigen Studien wurde jedoch eine 
Verkürzung der leukopenischen Phasen sowie ein verminderter Bedarf an intravenösen 
Antibiotika beobachtet [81]. 
 
2.6.3 Neue Therapieprinzipien 
Neue Therapieprinzipien beruhen auf der Entwicklung von Medikamenten, die auf 
molekularer Ebene zielgerichtet in den pathologischen Stoffwechsel der Tumorzellen 
eingreifen und diesen hemmen. Durch diese gezielte Therapiestrategie sollen toxische 
Nebenwirkungen, wie sie bei der unspezifischen Chemotherapie auftreten, reduziert 
werden.  
Monoklonale Antikörper: 
Ein solches Therapiekonzept stellt der Einsatz von konjugierten oder unkonjugierten 
monoklonalen Antikörpern gegen verschiedene Oberflächenantigene wie beispielsweise 
CD33 dar. Gemtuzumab Ozogamycin ist ein mit Calicheamicin konjugiertes, 
humanisiertes Immunglobulin, das durch DNA-Schädigungen die Apoptose der CD33-
positiven Zelle induziert. Primär findet es in der Therapie eines Erstrezidivs 
Verwendung [82].  
Farnesyl-Transferase-Inhibitoren: 
Ein anderes molekulares Therapieziel ist die Inhibition der Farnesyl-Transferase bei 
nachgewiesenen Mutationen im Zellzyklus-Gen RAS. Da RAS-Proteine für ihre 
Funktionsfähigkeit auf eine enzymatische Farnesylierung angewiesen sind, führt die 
medikamentöse Inhibition der Farnesyl-Transferase zu einer Verminderung der 
pathologischen Aktivität in Tumorzellen [83].  
Tyrosinkinase-Inhibitoren: 
Startpunkt zahlreicher Signalwege, die in Tumorzellen pathologisch gesteigert sind, 
können die Rezeptor-Tyrosinkinasen Kit und FLT3 sein. Diese stellen einen 
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Angriffspunkt für die medikamentöse Blockierung der pathologisch gesteigerten 
Signalwegabläufe dar. Tyrosinkinase-Inhibitoren wie zum Beispiel Dasatanib und 
Lestaurtinib besitzen einen antiproliferativen Effekt in Tumorzellen [84]. 
BCL-2-Inhibitoren: 
BCL-2 (B-Cell-Lymphoma) ist ein an der Apoptose beteiligtes Protein, dessen 
Überexpression für die Entstehung von Resistenzen gegenüber Chemotherapeutika 
veranwortlich gemacht wird. Therapeutisch kann die Inhibition von BCL-2 
beispielsweise mit Oblimersen Natrium genutzt werden, um die Sensitivität 
leukämischer Zellen gegenüber den Chemotherapeutika zu erhöhen [85]. 
In Tabelle 6 werden die neuen Wirkstoffklassen, Wirkstoffnamen und deren 
Zielstrukturen dargestellt. 
Tabelle 6: Übersicht über neue Therapeutika in der Behandlung der AML 
Wirkstoffklasse/Wirkprinzip Wirkstoffname Zielstruktur 
Antiangiogenese Bevacizumab VEGF 
Antikörper Gemtuzumab Ozogamicin CD33 
Apoptose-Steigerung Oblimersen Natrium BCL-2 
Farnesyl-Transferase-Inhibition Tipifarnib Lamin A, CENP-E, -F 
FLT3-Inhibition  PKC412  FLT3-ITD 
Histon Deacetylase-Inhibition Valproinsäure, SAHA HDAC 
MDR-Inhibition Zosuquidar P-Glykoprotein 
Abkürzungen: VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor; CENP: Centromeric Protein; PKC: 
Proteinkinase C: SAHA: Suberoylanilide Hydroxamic Acid; MDR: Multiple Drug Resistance. 
2.6.4 Epigenetische Therapieansätze 
2.6.4.1 DNMT-Inhibitoren 
DNMTs sind für den Aufbau und die Aufrechthaltung von DNA-Methylierungsmustern 
verantwortlich [14] und stellen ein zentrales Angriffsziel für epigenetische 
Therapieansätze dar. AZA und Decitabine (DAC) sind demethylierende Substanzen, die 
ihre Wirkung über eine Hemmung der DNMTs entfalten. Silverman et al. lieferten im 
Jahr 2002 die erste Publikation, die nachwies, dass ein DNMT-Inhibitor den klinischen 
Verlauf des MDS signifikant verbessern kann [86]. In dieser randomisiert kontrollierten 
Phase III Studie zeigte die subkutan applizierte Gabe von AZA eine Ansprechrate von 
60 % gegenüber 5 % bei alleiniger Supportivtherapie. Außerdem war die Zeit bis zur 
Transformation in eine AML im AZA-Arm, bei gleichzeitig verbesserter Lebensqualität, 
verlängert. Auch für DAC konnten viel versprechende Ergebnisse bei MDS-Patienten 
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dokumentiert werden. Die Ansprechrate in einer entsprechenden Studie von Wijermans 
et al. lag bei 49 %. Dabei profitierten besonders diejenigen Patienten von der DAC-
Therapie, die der zytogenetischen Hochrisiko-Gruppe angehörten sowie Patienten, die 
älter als 75 Jahre alt waren [87].  
Eine Phase I Studie zur Dosierung von DAC bei der Behandlung der hämatopoetischen 
Neoplasien MDS, AML, ALL und CML wies eine bessere Ansprechrate (69 %) bei 
niedrigeren Dosierungen als bei höheren Dosierungen oder einer Gabe von mehr als 
zehn Tagen (11 %) nach. Die limitierende Nebenwirkung war ein myelosuppressiver 
Effekt. Insgesamt wurde DAC jedoch bei allen Dosierungen gut vertragen [88].  
Herausragende Ergebnisse in der MDS-Behandlung mit AZA lieferten Fenaux et al. in 
einer multizentrisch randomisierten prospektiven Phase III Studie mit 358 Hochrisiko-
MDS-Patienten. Verglichen wurde das Gesamtüberleben von Patienten, die entweder 
mit AZA oder mit konventionellen Therapieverfahren (alleiniger Supportivtherapie, 
niedrig dosiertes Ara-C oder Standard Chemotherapie) behandelt wurden. Dabei zeigte 
der AZA-Arm ein medianes Gesamtüberleben von 24,5 Monaten gegenüber 15 Monaten 
im konventionellen Arm. Die zwei-Jahres-Überlebenszeit lag nach AZA-Therapie bei 
51 % gegenüber 26 % nach konventioneller Therapie. Diese Studie wies erstmals ein 
verbessertes Gesamtüberleben durch die Behandlung mit AZA bei Hochrisiko-MDS-
Patienten nach und empfiehlt AZA als Medikament erster Wahl bei Hochrisiko-MDS 
[89]. 
 
2.6.4.2 HDAC-Inhibitoren 
HDACs und HATs erhalten den Acetylierungszustand von Histonen und sind an der 
Regulierung der Gen-Transkription beteiligt [90]. Da defekte Funktionen von HDACs 
und HATs mit verschiedenen soliden Tumoren und hämatopoetischen Neoplasien in 
Zusammenhang gebracht werden konnten, bietet die Inhibition von HDACs ein neues 
Therapieziel, um die Histonacetylierung in Tumorzellen zu normalisieren [91]. Viel 
versprechende Ergebnisse lieferte eine Phase I Studie mit dem HDAC-Inhibitor 
Vorinostat (Suberoylanilide Hydroxamic Acid, SAHA). Patienten mit Hochrisiko-MDS 
oder fortgeschrittener AML zeigten eine Ansprechrate von 17 %. In den USA ist 
Vorinostat bereits für die Therapie des kutanen T-Zell Lymphoms (CTCL) zugelassen 
[92].  
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2.6.4.3 Epigenetische Kombinationstherapie 
Ein synergistischer Effekt von DNA-Demethylierung und Histonacetylierung wurde 
erstmals in vitro mit dem spezifischen HDAC-Inhibitor Trichostatin A (TSA) 
dargestellt. Die TSA-Behandlung von hypermethylierten Genen führte in diesen 
Versuchen nur dann zur Gen-Reexpression, wenn die entsprechende DNA zuvor durch 
niedrig dosiertes AZA teilweise demethyliert wurde [93]. Die Kombination von DAC 
und Valproinsäure ergab in einer Phase I/II Studie von Garcia-Manero et al. eine 
Ansprechrate von 22 % bei MDS- und AML-Patienten. Gleichzeitig wurde diese 
Kombinationsherapie mit DNA-Demethylierung, induzierter Histonacetylierung und 
Gen-Reaktivierung assoziiert [94]. In einer weiteren Studie von Gore et al. führte die 
Kombination von AZA und dem HDAC Inhibitor Phenylbutyrat zu einer Ansprechrate 
von 38 % bei MDS- und AML-Patienten. Ein Therapie-Ansprechen stand hier ebenfalls 
in Verbindung mit Gen-Demethylierung sowie einer Induktion von Histonacetylierung 
[95]. 
 
 
2.7 AML bei älteren Patienten 
Die AML bei Patienten über 60 Jahren verläuft insgesamt ungünstig. Bei älteren 
Patienten wird im Vergleich zu jüngeren Patienten häufiger eine prognostisch 
ungünstige Zytogenetik mit komplexen Karyotypen sowie vermehrt therapeutische 
Resistenzen beobachtet. Diese steht in Zusammenhang mit der Überexpression des 
Resistenzgens MDR1 [96]. Auch die Wahrscheinlichkeit, an einem therapieassoziierten 
Tod zu versterben (TID), der definitionsgemäß in den ersten sechs Wochen nach 
Therapiebeginn liegt, steigt mit zunehmendem Erkrankungsalter. Im Hinblick auf eine 
Risikostratifizierung für den TID sind zum einen Laborparameter wie Bilirubin, 
Kreatinin, Albumin und ß2-Mikroglobulin und zum anderen Faktoren wie die 
Gesamtkonstitution des Patienten und die Anfälligkeit gegenüber Infektionen 
aussagekräftig. Da die AML in höherem Lebensalter häufig eine t-AML oder s-AML 
ist, die ohnehin eine problematische Therapierbarkeit mit sich bringen, ist die 
Behandlung der AML beim älteren Patienten eine große Herausforderung und sollte, 
um die besten Therapiekonzepte zu ermitteln, ausschließlich im Rahmen klinischer 
Studien erfolgen [97]. 
Da älteren Patienten aufgrund ihrer bestehenden Komorbiditäten oft keine 
standardisierte Induktionstherapie zugemutet werden kann, gibt es weder für die 
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Induktion noch für die Konsolidierung einheitliche Therapiekonzepte. Seit einigen 
Jahren steht die Etablierung von neueren Medikamenten wie Cloretazine (VNP40101M) 
bei der Therapie von Patienten über 60 Jahren im Vordergrund. Cloretazine gehört zu 
einer Gruppe neuer Alkylanzien und ist gekennzeichnet durch seine breite Wirkung 
gegen Tumoren mit relativ niedriger extramedulläre Toxizität. Untersuchungsergebnisse 
über neue zielgerichtete Medikamente, wie Tipifarnib, Lestaurtinib und Oblimersen 
Natrium bei Patienten über 60 Jahren sind noch nicht zufrieden stellend. Dies 
unterstreicht die Notwendigkeit, weitere Behandlungsoptionen sowohl einzelner 
Wirkstoffe als auch effektiver Kombinationen verschiedener Medikamente zu ermitteln. 
Ziel ist es, ein optimales Therapiekonzept für AML-Patienten innerhalb der 
prognostisch problematischen Altersgruppen über 60 Jahren zu ermitteln.  
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3 Zielsetzung 
Die vorliegende Arbeit hat das Ziel, neue Erkenntnisse über epigenetische 
Veränderungen bei der AML zu gewinnen. Ein zentraler Bestandteil besteht in der 
Klärung der Rolle des Wnt-Signalwegs für die Pathogenese der AML. Der Wnt-
Signalweg ist verantwortlich für die hämatopoetische Stammzellentwicklung und den 
Erhalt des Stammzellpools. Zusätzlich kontrolliert er die Zellproliferation und die 
Zelldifferenzierung von hämatopoetischen Stammzellen. Die SFRPs stellen als Wnt-
Antagonisten eine wichtige regulatorische Einheit im Wnt-Signalweg dar. In diesem 
Zusammenhang soll eine mögliche Beteiligung der SFRP-Methylierung an den zur 
Leukämogenese führenden Pathomechanismen herausgearbeitet werden.  
Es wird untersucht, ob und mit welcher Häufigkeit aberrante Methylierungen von 
SFRP-1, SFRP-2, SFRP-4 und SFRP-5 bei der AML vorkommen. Außerdem soll 
festgestellt werden, ob eine Hypermethylierung der SFRP-Promotorregionen zur 
transkriptionellen Inhibition ihrer Genaktivität führt.  
Ein weiteres Ziel ist es, Korrelationen zwischen SFRP-Methylierung sowie klinischen 
und zytogenetischen Parametern der Patientenkohorte aufzusuchen. Die Zytogenetik 
stellt bis heute den wichtigsten Faktor für die Risikostratifizierung eines AML-Patienten 
dar und ermöglicht die Einteilung der Patienten in prognostische Risikogruppen. Für 
eine individuellere Risikoeinschätzung ist die Charakterisierung weiterer 
Patientenmerkmale innerhalb einzelner Risikogruppen notwendig. Wenn es gelingt 
Korrelationen zwischen Zytogenetik und SFRP-Merhylierung aufzufinden, könnten 
spezifischere prognostische Subgruppen etabliert werden. In dieser Arbeit soll ermittelt 
werden, ob die SFRP-Methylierung als ein solcher prognostischer Biomarker in Frage 
kommt.  
Demethylierenden Substanzen wurde in den letzten Jahren eine Wirksamkeit in der 
Therapie der AML nachgewiesen. Diese Arbeit soll Perspektiven für den Einsatz 
epigenetischer Therapien in der AML-Behandlung bei bestehender SFRP-Methylierung 
erörtern. Es soll untersucht werden, ob DAC in der Lage ist, die SFRPs zu 
demethylieren und ob es auf der Proteinebene eine Reexpression herbeiführen kann.  
Ziel dabei ist Hinweise zu finden, inwieweit die SFRPs als Zielstruktur für eine 
epigenetisch gerichtete Therapie der AML in Frage kommen. 
 
                                                                                                    4 Material und Methoden 
 33 
4 Material und Methoden  
4.1 Material 
4.1.1 Standard-Geräte 
Tabelle 7: Standard Geräte 
Gerät Hersteller 
Autoklav Autoklave HMC, BPW Vertriebs-GmbH für Labortechnik; Süßen 
Bench HSP 12, Heraeus instruments; Hanau 
Brutschrank Cytoperm 2, Heraeus instruments; Hanau 
Elektrophorese-
Kammer 
MU-0030, i-Mupid Mini Gel Migration Trough, Eurogentec 
GmbH; Köln 
Heatblock  Dri-Block DB 2A, Techne; Wertheim 
Kamera  Camedia C3040Zoom, Olympus; Hamburg 
Gefrierschrank Cooler, Bosch; Stuttgart 
Mikrospektrometer  ABX Micros 60-OT, ABX Hématologie; Montepellier, Frankreich 
Mikrowelle Micro-Chef 900W, Moulinex; Leipzig  
Mikrozentrifuge  SD, 110 VAC, Sigma Aldrich; München 
Spektralphoto-
meter GeneQuant II, Pharmacia Biotech; Cambridge, England 
Thermocycler 1 Omn-E Thermal Cycler, Thermo Hybaid; Ulm 
Thermocycler 2 PxE Thermal Cycler, Thermo Electron Corporation; Dreieich
Transilluminator UV-Transilluminator, biostep GmbH; Jahnsdorf 
Vortexer  Assistent Reamix 2789, Karl Hecht GmbH Co KG; Sondheim 
Waage  AC 100, Mettler Waagen GmbH; Giessen 
Wasserbad  Köttermann Labortechnik; Uetze 
Zentrifuge 1 Universal 32, Hettich Zentrifugen; Tuttlingen 
Zentrifuge 2 Biofuge pico, Heraeus instruments; Hanau 
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4.1.2 Standard-Lösungen und -Puffer 
Tabelle 8:Lösungen und Puffer 
Lösung/Puffer Zusammensetzung 
Ethanol Ethanol absolute, Baker Analyzed Reagents; Deventer, 
Niederlande 
PBS 
(=Phosphate-
buffered-
saline) 
Hausapotheke:  
- 1,3 g Dinatriumhydrogenphosphat x 2 H2O  
- 0,2 g Kaliumdihydrogenphosphat  
- 8,0 g Natriumchlorid 
- Demineralisiertes Wasser ad 1 l  
TAE-Puffer 
DNA Typing Grade 50x TAE Buffer (Invitrogen; Karlsruhe): 
- 2 M Tris-Acetat 
- 50 mM EDTA  
Verwendet wurde der Puffer mit einer Verdünnung von 1:100  
4.1.3 Zelllinien 
Verwendet wurden Zelllinien der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen (DSMZ) und der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Dr. Stefan Barth des Frauenhofer 
Institutes für Molekularbiologie und Ökologie (IME) in Aachen. Als Nährmedien 
dienten RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) oder Iscove’s MDM (Modified 
Dulbecco’s Medium) mit FBS (Fetal Bovine Serum). Zum Schutz vor Zelllyse wurde 
dem Medium vor dem Einfrieren 10 % Di-Methylsulfoxid (DMSO) zugefügt.  
Tabelle 9: Zelllinien 
Zelllinie DSMZ-Nr/ IME Zelltyp Medium 
HL-60 ACC 3 Akute myeloische Leukämie 90 % RPMI 1640 + 10 % FBS 
KG-1a ACC 421 Akute myeloische Leukämie 80 % RPMI 1640 + 20 % FBS 
OPM-2 ACC 50 Multiples Myelom 90 % RPMI 1640 + 10 % FBS 
Raji ACC 319 Burkitt Lymphom 90-95 % RPMI 1640 + 5-10 % FBS 
RPMI-
8226 ACC 402 Multiples Myelom 90 % RPMI 1640 + 10 % FBS 
U-266 ACC 9 Multiples Myelom 90 % RPMI 1640 + 10 % FBS 
L-1236 IME Hodgkin Lymphom 90 % RPMI 1640 + 10 % FBS 
L-428 IME Hodgkin Lymphom 90 % RPMI 1640 + 10 % FBS 
L-540 IME Hodgkin Lymphom 80 % RPMI 1640 + 20 % FBS 
Die Zelllinien HL-60, KG-1a, OPM-2, Raji, RPMI-8226 und U-266 stammen aus der 
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), die Hodgkin 
Lymphom Zelllinien aus dem Frauenhofer Institut (IME) in Aachen.  
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4.1.4 Primer 
Um zwischen methylierten und unmethylierten DNA-Sequenzen zu unterscheiden, sind 
für jedes Gen zwei Primer-Paare notwendig: Die U-Primer binden spezifisch an 
unmethylierte, die M-Primer spezifisch an methylierte Sequenzen. Voraussetzung für 
die Detektion von DNA-Methylierungen durch Primer ist die Bisulfit-Behandlung der 
DNA.  
Die als Lyophilisat gelieferten Primer der Firma MWG Biotech wurden in 500 µl Aqua 
dest. resuspendiert, durch Verdünnung auf eine Endkonzentration von 20 µM gebracht 
und in dieser Konzentration für die MSP verwendet. 
Tabelle 10: Verwendete MSP-Primer für die SFRPs 
SF
R
P 
Aufsteigend (5’?3’) Absteigend (5’?3’) 
1 
U GTT TTG TAG TTT TTG GAG TTA GTG TTG TGT CTC AAC CTA CAA TCA AAA ACA ACA CAA ACA 
M TGT AGT TTT CGG AGT TAG TGT CGC GC CCT ACG ATC GAA AAC GAC GCG AAC 
2 
U TTT TGG GTT GGA GTT TTT TGG AGT TGT GT  AAC CCA CTC TCT TCA CTA AAT ACA ACT CA  
M GGG TCG GAG TTT TTC GGA GTT GCG C CCG CTC TCT TCG CTA AAT ACG ACT C 
 
4 
U GGG GGT GAT GTT ATT GTT TTT GTA TTG AT CAC CTC CCC TAA CAT AAA CTC AAA ACA 
M GGG TGA TGT TAT CGT TTT TGT ATC GAC CCT CCC CTA ACG TAA ACT CGA AAC G 
5 
U GTA AGA TTT GGT GTT GGG TGG GAT GTT T AAA ACT CCA ACC CAA ACC TCA CCA TAC A 
M AAG ATT TGG CGT TGG GCG GGA CGT TC ACT CCA ACC CGA ACC TCG CCG TAC G 
(veröffentlicht von [46]) 
4.1.5 In vitro methylierte DNA (IVD) 
Spezielle Materialien: 
Material Hersteller 
G50 Spin-Mini-Columns 97-160M, Biomax; Odenton, USA 
NEB2-Buffer  M0226S, New England BioLabs; Frankfurt 
a.M. SssI-Methylase (4000U/ml) S-Adenosylmethionin (32mM) 
 
In vitro methylierte DNA diente als Positivkontrolle für die M-Reaktion der MSP. Zur 
Herstellung von IVD wurde DNA eines gesunden Spenders in vitro durch das Enzym 
SssI-Methylase methyliert. SAM war hierbei der Methylgruppendonator. 
Insgesamt wurden maximal 50 µg reine DNA benötigt. Da die DNA-Konzentration in 
den Spenderproben variabel ist, lag das verwendete Volumen der Spenderprobe 
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zwischen 200-220 µl und stellt keinen konstanten Wert dar. Zu der DNA wurden 2,5 µl 
NEB2-Buffer, 25 µl SAM und 6 µl SssI-Methylase gegeben. Anschließend wurde mit 
Aqua dest. bis zu einem Endvolumen von 250 µl aufgefüllt. Es folgte eine Inkubation 
bei 37 °C für 16 h im Wasserbad. Danach wurden nochmals 3 µl SssI und 5 µl SAM 
dazugegeben. Es wurde erneut bei 37 °C für 4 h im Wasserbad inkubiert und eine DNA-
Aufreinigung mittels G50 Spin-Mini-Columns durchgeführt. Diese wurden zuerst bei 
3.400 rpm (rotations per minute) für 3 Minuten ohne Inhalt zentrifugiert, damit die zur 
Lagerung enthaltene Flüssigkeit vor Gebrauch entfernt war. Anschließend wurde die 
inkubierte DNA-Probe in Aliquots zu je 42 µl aufgeteilt und in die Columns überführt. 
Es folgte nochmals eine Zentrifugation bei 3.400 rpm für 3 Minuten. Das 
abzentrifugierte Material wurde gesammelt und die DNA-Konzentration 
spektralphotometrisch bei 260 nm gemessen. Danach fand eine Verdünnung der DNA 
auf 1 µg/45 µl mit Aqua dest. statt und wurde in 45 µl Aliquots bis zur weiteren 
Verwendung bei -20 °C gelagert. 
 
 
4.2 Methoden 
4.2.1  Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation 
Spezielle Materialien: 
Material Hersteller 
Ficoll  Lymphoprep 1114545, Axis-Shield; Oslo, Norwegen 
Spritze mit Aufsatz  Abbocath-T 14G, G713-A01 4535-14, Abbott GmbH & 
Co KG; Wiesbaden 
Kryoröhrchen  Cryo. S, 2 ml, 121279, Greiner bio-one; Frickenhausen
 
Prinzip: 
Zur Gewinnung mononukleärer Zellen wurde die Dichtegradientenzentrifugation mittels 
Ficoll angewendet. Bei der Dichtegradientenzentrifugation werden Proteine mit 
unterschiedlichem Sedimentationskoeffizienten aufgetrennt, indem innerhalb eines 
Röhrchens durch Zugabe von Polysacchariden mit unterschiedlicher Dichte ein linearer 
Dichtegradient erzeugt wird. Als Ausgangsmaterial hierfür dienten peripheres EDTA-
Vollblut, Heparin-Vollblut oder Citrat-Knochenmark. 
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Abbildung 6: Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation 
 
Durchführung: 
Es wurden 3 ml Ficoll in ein 13 ml Röhrchen gegeben. Die entstandene Phase konnte 
vorsichtig mit 5-10 ml Patientenblut beschichtet und bei 2.400 rpm für 20 Minuten 
zentrifugiert werden. Die entstandene Interphase wurde mit Hilfe einer Spritze mit 
Aufsatz (Abbocath) entnommen, in PBS resuspendiert und bei 1.200 rpm für 10 
Minuten zentrifugiert. 
Anschließend wurde der Überstand abgekippt und der Waschschritt wiederholt. Die 
gewonnenen Zellen wurden in 1 ml PBS resuspendiert und die Zellzahl am 
Mikrospektrometer gemessen. Es folgte eine Aufteilung der Zellen in Portionen von 
5x106 Zellen pro ml in Kryoröhrchen, eine weitere Zentrifugation und letztendlich die 
Lagerung des entstandenen Pellets bei -80 °C.  
 
4.2.2 DNA-Isolation 
Spezielle Materialien: 
Material Hersteller 
QIAamp® DNA Mini Kit (50) Cat. No. 51304, QIAGEN; Hilden 
 
Die DNA-Isolation aus den eingefrorenen Zellen wurde nach dem Protokoll des 
QIAamp® DNA Mini Kit durchgeführt. 
Im ersten Schritt dieses Kits wurden 200 µl AL-Buffer (Kit) zu den aufgetauten Zellen 
hinzugefügt. Nach gründlichem Vortexen, bis sich das Pellet vollständig gelöst hat, 
wurden 200 µl PBS und 20 µl Protease (Kit) dazugegeben, es folgte eine Inkubation bei 
56 °C für 10 Minuten. Anschließend wurden die Proben in der Mikrozentrifuge für 15 
Sekunden zentrifugiert, 200 µl Ethanol hinzugegeben, erneut zentrifugiert und die 
Erythrozyten und Granulozyten
Plasma
Interphase mit mononukleären 
Zellen
Ficoll
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Suspension in QIAamp spin columns (Kit) überführt. Es folgte eine Zentrifugation bei 
13.000 rpm für eine Minute, die Zugabe von 500 µl AW1-Buffer (Kit) und eine erneute 
Zentrifugation bei 8.000 rpm für eine Minute. Dann wurden 500 µl AW2-Buffer (Kit) 
hinzupipettiert und bei 13.000 rpm für 3 Minuten zentrifugiert. Das spin column wurde 
in ein Eppendorfgefäß überführt. Nach Hinzugabe von 200 µl Aqua dest. erfolgte eine 
Inkubation für eine Minute bei Raumtemperatur und eine Zentrifugation bei 8.000 für 
eine Minute. Anschließend wurden nochmals 100 µl Aqua dest. hinzugefügt und 5 
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die letzte Zentrifugation fand bei 8.000 rpm für 
eine Minute statt.  
Die Konzentrationsbestimmung der DNA geschah spektralphotometrisch bei einer 
Wellenlänge von 260 nm und 280 nm. Gelagert wurde die DNA bis zur weiteren 
Verwendung bei -80 °C. 
 
4.2.3 RNA-Isolation 
Spezielle Materialien: 
Material Hersteller 
β- Mercaptoethanol (98 %) Sigma Aldrich; Steinheim  
QIAshredderTM  Cat. No. 79654, QIAGEN; Hilden 
RNeasy® Mini Kit  Cat. No. 74104, QIAGEN; Hilden 
Gestopfte Pipettenspitzen MµltiGuard Barrier Tips, SorensonTM BioScience, 
Inc.; Salt Lake City, USA 
 
Als Ausgangsmaterial für die RNA Isolation diente ein Zellpellet aus der Ficoll- 
Dichtegradientenzentrifugation. Entsprechend der Anleitung des RNeasy® Mini Kits 
musste dieses zunächst aufgetaut werden. Zu Beginn wurden 2 ml RLT-Buffer (Kit) mit 
20 µl β-Mercaptoethanol vermischt. Jedes Pellet wurde in 350 µl der Verdünnung gelöst 
und in einen Shredder (Tube mit speziellem Filter) überführt. Es folgte eine 
Zentrifugation für 2 Minuten bei 13.000 rpm. Zu dem aufgefangenen Material wurden 
350 µl 70 %-iger Ethanol hinzugefügt, die Suspension in ein RNeasy mini spin column 
(Kit) überführt und für 15 Sekunden bei 10.000 rpm zentrifugiert. Nach Zugabe von 
700 µl RW1-Buffer (Kit) wurde erneut für 15 Sekunden bei 10.000 rpm zentrifugiert 
und danach das Auffanggefäß entsorgt. Das RNeasy column wurde in ein neues 2 ml 
Auffanggefäß überführt. Hier kamen 500 µl RPE-Buffer (Kit) hinzu. Nach 
anschließender Zentrifugation für 15 Sekunden bei 10.000 rpm konnte der Überstand 
verworfen werden. Nach Hinzufügen von 500 µl RPE-Buffer wurde für 2 Minuten bei 
13.000 rpm zentrifugiert und das RNeasy column in ein neues 1,5 ml Tube (Kit) gestellt. 
Zwei Mal hintereinander wurden 50 µl RNase freies Wasser (Kit), welches zuvor auf 
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37 °C erwärmt wurde, dazupipettiert und eine Minute bei 13.000 rpm zentrifugiert. 
Danach konnte das gewonnene Material bei -80 °C tiefgefroren werden.  
 
4.2.4 DAC-Behandlung der Zellkulturen 
Spezielle Materialien: 
Material Hersteller 
Zellkulturflaschen TS75, Nr. 353136, BD Biosciences; Heidelberg 
RPMI 1640 Medium Best.nr. 52400-025, GIBCO®, Invitrogen; Karlsruhe 
FBS S0115, Biochrom AG; Berlin 
DAC (1 mg/ml) A 3656, Sigma Aldrich; Steinheim 
Falcon-Röhrchen Best.nr. 227261, PP-Röhrchen, steril, Greiner bio-one; 
Solingen 
 
Vor Beginn der DAC-Behandlung wurde aus 1 ml Zellkultur-Suspension die Zellzahl 
bestimmt. Daraus errechnete sich, wie viele Milliliter Suspension verwendet werden 
mußten, um eine Endkonzentration von 15 x 106 Zellen in 30 ml Medium zu erhalten. 
Die errechnete Menge Zellsuspension wurde in ein Falcon-Röhrchen überführt und für 
5 Minuten bei 1.200 rpm zentrifugiert. Der Überstand konnte verworfen und die 
gewonnenen Zellen in 10 ml frischem Medium resuspendiert werden. Nun wurden in 
einer neuen Zellkulturflasche 20 ml frisches Medium vorgelegt. Die Konzentration der 
DAC-Stammlösung betrug 1 mg/ml. Es folgte eine Zugabe von entweder 6,87 µl DAC-
Stammlösung, um eine DAC-Konzentration von 1 µM im Kulturmedium zu erhalten 
oder 13,74 µl DAC-Stammlösung für eine DAC-Konzentration von 2 µM. Die 
resuspendierten Zellen konnten anschließend in das DAC-haltige Medium überführt 
werden. Es folgte eine Inkubation für 24 h bei 37 °C im Brutschrank. Nach der 
Inkubation wurde der gesamte Inhalt der Zellkulturflasche in ein Falcon-Röhrchen 
pipettiert, erneut zentrifugiert und die gewonnen Zellen in 10 ml frischem Medium 
resuspendiert. Diese Suspension wurde wie zuvor in ein neues DAC-haltiges Medium 
mit entweder 1 µM oder 2 µM DAC überführt. Insgesamt fand eine Kultivierung der 
Zellkulturen für 96 h in DAC-haltigem Medium statt. Nach 96 h wurden die 
behandelten Zellen als abzentrifugiertes Pellet mit einer Zellzahl von ca. 10 x 106 
Zellen/ml bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung tiefgefroren.  
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4.2.5 Bisulfit-Behandlung 
Spezielle Materialien: 
Material Hersteller 
EZ DNA Methylation Kit TM Cat. No. D5001, Zymo Research; Freiburg 
 
Prinzip: 
Um DNA-Methylierungen qualifizieren zu können, müssen entsprechende DNA-Proben 
zuvor mit Natriumbisulfit behandelt werden. Dabei werden alle unmethylierten Cytosin-
Basen zu Uracil deaminiert. Mit einem vernachlässigbaren Anteil wird auch 5-Methyl-
Cytosin zu Thymin deaminiert. Diese Reaktion fällt jedoch nicht ins Gewicht [98].  
Die Deaminierung von Cytosin zu Uracil besteht im Einzelnen aus Sulfonierung, 
hydrolytischer Deaminierung und alkalischer Desulfonierung. Dabei werden die 
komplementären Basenpaarungen des DNA-Doppelstranges aufgehoben und die 
Wasserstoffbrückenbindungen gelöst, wodurch die Doppelhelix in zwei Einzelstränge 
zerfällt. Das verwendete Kit beruht auf einer Drei-Schritt-Reaktion, der DNA-
Denaturierung, der Konversion und dem Aufreinigen. 
Abbildung 7: Prinzip der Bisulfit-Behandlung 
Durch die Bisulfit-Behandlung wird unmethyliertes Cytosin zu Uracil, methyliertes Cytosin 
wird jedoch nicht verändert. 
 
 
Durchführung: 
Der erste Schritt der Bisulfit-Behandlung bestand, entsprechend der Anleitung des 
verwendeten Kits, aus der Auflösung des M-Wash-Buffers (Kit) mit 24 ml 98%-igem 
Ethanol. Das CT Conversions Reagenz (Kit) wurde mit 750 µl Aqua dest. und 210 µl 
M-Dilution-Buffer (Kit) mit Hilfe des Vortexers aufgelöst. Die DNA wurde mit Aqua 
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dest. auf ein Endvolumen von 1 µg pro 45 µl verdünnt, mit 5 µl M-Dilution-Buffer 
homogenisiert und bei 37 °C für 15 Minuten im Wasserbad inkubiert. Danach folgte die 
Zugabe von 100 µl des aufgelösten CT Conversion Reagenz mit anschließender 
Inkubation im Dunkeln bei 50 °C im Heatblock für 16 Stunden.  
Um die Reaktion zu stoppen wurden die DNA-Proben nach der Inkubation für 10 
Minuten auf Eis gestellt. Anschließend wurden 400 µl M-Binding-Buffer (Kit) 
dazugegeben und die DNA in ein Zymo Spin Column (Kit) überführt. Nach der 
Zentrifugation bei 13.000 rpm für 30 Sekunden konnte der Unterstand verworfen und 
180 µl M-Wash-Buffer hinzugegeben werden. Es wurde erneut zentrifugiert, der 
Unterstand verworfen und 200 µl M-Desulphonation-Buffer (Kit) hinzugefügt. Es folgte 
eine Inkubation bei Raumtemperatur für 15 Minuten und eine zweimalige Zugabe von 
180 µl M-Wash-Buffer mit anschließender Zentrifugation, die letzte für 1 Minute. Die 
Columns wurden auf ein 1,5 ml Tube gestellt und 10 µl M-Elution-Buffer (Kit) 
vorsichtig dazugegeben. Anschließend wurde bei 8.000 rpm für eine Minute 
zentrifugiert. Zu der abzentrifugierten DNA kamen 12 µl Aqua dest.; anschließend 
wurde homogenisiert, die DNA zu je 10,5 µl aufgeteilt und bei -20 °C gelagert. 
 
4.2.6 Methylierungsspezifische PCR (MSP) 
Spezielle Materialien: 
Material Hersteller/Zusammensetzung 
dNTP Deoxynucleotide Set 100 mM, Sigma Aldrich; 
Steinheim 
RedTaq Polymerase D 4309, Sigma Aldrich; Steinheim 
Marker Trackit 1 kb Plus DNA Ladder, Invitrogen; Karlsruhe 
10x Puffer 
- 16,6 ml Ammoniumsulfat (1 M) 
- 33,5 ml Tris (2 M, pH 8,8) 
- 6,7 ml Magnesiumchlorid (1 M) 
- 0,7 ml ß-Mercaptoethanol (14,4 M) 
- 42, 5 ml Aqua dest. 
 
Prinzip: 
Die MSP dient der qualitativen Unterscheidung zwischen unmethylierten und 
methylierten CpG-Dinukleotiden innerhalb der CpG-Inseln einer bestimmten 
Gensequenz [99]. Die DNA-Amplifikation findet in zwei getrennten Reaktionen statt: 
eine Reaktion mit den spezifischen Primern für die unmethylierte Sequenz und eine 
zweite mit den spezifischen Primern für die methylierte Sequenz. Damit die MSP-
Primer spezifisch binden können, muss die DNA, wie bereits in Kapitel 4.2.5 
beschrieben, zuvor mit Natriumbisulfit behandelt werden. Die U-Primer erkennen die 
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unmethylierten CpG-Inseln an dem Uracil, welches bei der Bisulfit-Behandlung aus 
unmethyliertem Cytosin entstandenen ist. Der M-Primer bindet dagegen spezifisch an 
Sequenzen, die auch nach der Bisulfit-Behandlung methyliertes Cytosin enthalten [64]. 
Abbildung 8: Prinzip der PCR 
1. Denaturierung der Doppelhelix 2. Primer-Bindung: Primer hybridisieren bei ihrer spezifischen 
Temperatur (SFRP-1: 62 °C, SFRP-2: 63 °C, SFRP-4: 62 °C, SFRP-5: 63 °C) an die DNA-
Einzelstränge 3. Elongation: Synthese des komplementären DNA-Stranges. 
Durchführung: 
Ein MSP-Mastermix bestand pro Reaktion aus 2,5 µl 10 x Buffer, 1,25 µl Dinukleotiden 
(NTPs), je 0,5 µl des auf- und des absteigenden U-Primers, je 0,5 µl des auf- und des 
absteigenden M-Primers und 14,25 µl Aqua dest. Pro Reaktion kamen zu den 19 µl 
Mastermix, 1 µl DNA und 5 µl verdünnte RedTaq (13,5 µl RedTaq + 94,5 µl aqua 
dest.) hinzu. Zu jedem Ansatz gehörten 1 µl Aqua dest. als Negativkontrolle, 1 µl in 
vitro methylierte DNA (IVD) (siehe Kapitel 4.1.5) als Positivkontrolle der M-Reaktion 
und 1 µl DNA eines gesunden Probanden als Positivkontrolle der U-Reaktion.  
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Tabelle 11: Mastermix-Pipettierschema 
Mastermix-
Komponente 
Volumen pro 
Reaktion (in µl) 
Volumen für 10 
Reaktionen (in µl) 
10x Buffer 2,5 25 
NTPs 1,25  12,5 
Primer 1 (aufsteigend) 0,5  5 
Primer 2 (absteigend) 0,5 5 
Aqua dest. 14,25 142,5 
 
Im letzten Schritt wurden 2 Tropfen (ca. 50 µl) Mineralöl auf jeden Ansatz gegeben. Im 
Thermocycler wurde der Ansatz zuerst auf 95 °C erhitzt und während der Zugabe der 
RedTaq auf 80 °C gehalten. Danach folgten 35 Zyklen der folgenden Temperaturen:  
1. 95 °C für je 30 sec 
2. Für SFRP-1: 62 °C für je 30 sec 
Für SFRP-2: 63 °C für je 30 sec  
Für SFRP-4: 62 °C für je 30 sec 
Für SFRP-5: 63 °C für je 30 sec 
3. 72°C für je 30 sec 
Es erfolgte abschließend ein Zyklus von 72 °C für 5 Minuten. 
 
4.2.7 Quantitative RT-PCR 
Prinzip: 
Zur Erfassung des Expressionsstatus eines Gens stehen Methoden wie Northern Blot, 
Array-Assay und die RT-PCR (Reverse Transkription) zur Verfügung. Die für diese 
Arbeit gewählte Methode der RT-PCR mit Real-Time Bedingungen ermöglicht die 
quantitative Analyse der Expression von SFRP. Vor der Quantifizierung findet eine 
Reverse Transkription der schwer amplifizierbaren RNA mittels Reverser Transkriptase 
statt, so dass anschließend cDNA (complementary) vorliegt. Um die Schwankungen der 
RT-Effizienz auszuschalten, werden die RT-PCR Produkte gegen ein Kontrollgen, auch 
Haushaltsgen (housekeeping gene) genannt, normalisiert. Die kennzeichnende 
Eigenschaft dieser Kontrollgene ist eine stabile Expression und kann damit als 
Bezugsparameter eingesetzt werden. Als Haushaltsgen wurde die Glycerinaldehyd-3-
phosphatdehydrogenase (GAPDH) verwendet.  
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4.2.7.1 Reverse Transkription 
Spezielle Materialien: 
Material Hersteller 
SuperScriptTM First-Strand Synthesis System for RT-PCR Invitrogen, Karlsruhe
 
Durchführung: 
Entsprechend dem folgenden Pipettierschema wurde die RT-Reaktionslösung in einem 
500 µl Eppendorfgefäß hergestellt: 
 
Tabelle 12 : Pipettierschema der RT-Reaktionlösung 
Reagenzien Volumen/Konzentration 
10x RT Buffer 2,0 µl (1x Konzentration) 
25 mM Magnesium 4,4 µl (5,5 mM) 
dNTP Mix 4,0 µl (500 µM) 
Random Hexamere 4,0 µl (10 µM) 
RNA 1,0 µg 
 
Nach Zugabe von RNAse-freiem Wasser bis zu einem Gesamtvolumen von 21 µl, 
wurde kurz zentrifugiert, die Tubes für 10 Minuten auf 70 °C erwärmt, erneut 
zentrifugiert und die Tubes in einen Eisblock gestellt. Als Negativ-Kontrolle dienten 
48 µl RNAse-freies Wasser, dem 2 µl des Reaktionsmixes zugemischt wurden. 
Anschließend wurden 1 µl der Reversen Transkriptase zum Reaktionsansatz 
hinzugefügt und eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Danach wurden 30 µl RNAse-freies 
Wasser hinzupipettiert. Für die Real-Time RT-PCR wurden 3 µl cDNA verwendet. 
 
4.2.7.2 Real-Time PCR 
Prinzip: 
Eine häufig verwendete Methode zur Quantifizierung von Nukleinsäuren ist die 
quantitative Echtzeit-PCR. Das verwendete Prinzip des Fluoreszenz-Resonanz-
Energietransfers (flourescence resonance energy transfer, FRET), beschrieben von 
Cardullo et al., basiert auf der Verwendung von Oligodeoxynukleotiden, die mit einem 
Fluorochrom markiert sind [100]. Die Anregung des Fluorochroms mit einer 
bestimmten Wellenlänge λA1 führt zur Emission von Licht mit der Wellenlänge λE1. 
Dabei sind das Anregungs- und Emissionsspektrum für das jeweilige Fluorochrom 
charakteristisch. Durch Zugabe eines zweiten Fluorochrom, dessen Anregungsspektrum 
dem Emissionspekrum des ersten entspricht, wird die Energie von λE1 direkt an das 
zweite Fluorochrom weitergeleitet, bei dem schließlich ein Licht der Wellenlänge λE2 
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entsteht. Die Messung der Wellenlängen λE1 und λE2 während der PCR ermöglicht eine 
Aussage über die räumliche Entfernung zwischen den beiden Fluorochromen. Bei 
großer Entfernung wird λE1 gemessen, wobei das erste Fluorochrom als Reporter und 
das zweite als Quencher bezeichnet wird. Bei geringer Entfernung wird Licht der 
Wellenlänge λE2 gemessen. Die Fluorochrome heißen hier Donor und Akzeptor.  
Bei der verwendeten Methode des TaqMan-Prinzips befinden sich Reporter und 
Quencher auf demselben Oligonukleotid. Während der PCR wird der Reporter durch 
die Aktivität der Polymerase freigesetzt, wobei konsekutiv ein Lichtsignal der 
Wellenlänge λE1 entsteht. Damit bestehen positive Korrelationen zwischen DNA-
Synthese, Anzahl der PCR-Zyklen und Lichtsignalstärke. Der Grenzwert für die Anzahl 
der PCR-Zyklen die notwendig sind, um ein Signal zu messen, wird als cycle threshold 
(Ct) bezeichnet. Je höher die Gen-Expression im Ausgangsmaterial, also je mehr cDNA 
im Reaktionsansatz vorhanden waren, desto früher kommt es in der PCR zu einem 
Anstieg des Fluoreszenz-Signals und umso niedriger ist der Schwellenwert Ct [101] . 
 
Abbildung 9: Quantitative RT-PCR 
Die bifluoreszierende TaqMan-Sonde, bestehend aus dem Reporter R und dem Quencher Q, 
wird während der PCR am komplementären Strang hybridisiert. Im Verlauf der Extensionsphase 
wird die Sonde durch die nukleolytische Aktivität der DNA-Polymerase abgebaut. Dadurch liegt 
das Anregungsspektrum λA2 des Quencher nicht mehr in räumlicher Reichweite des Reporter-
Emissionsspektrums λE1 und eine Emission λE2 des Quencher bleibt aus. Die Lichtenergie bleibt 
als λE1 erhalten und kann in Abhängigkeit der Quantität des PCR-Produktes in entsprechend 
hohen Konzentrationen gemessen werden. 
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Spezielle Materialien: 
Material Hersteller 
7700 Sequence Detector Applied Biosystems®; Foster City, USA 
Mastermix TaqMan® PCR Master Mix, Part Number 4304437, Applied Biosystems; Foster City, USA 
SFRP Primer MWG Biotech AG; Ebersberg 
GAPDH Primer und TaqMan Sonde TaqMan® GAPDH Control Reagents, Part Number 402869, Applied Biosystems; Foster City, USA 
Tabelle 13: RT-PCR-Primer 
RT-PCR Primer 
(5’→ 3’) 
SFRP-1 sense AGA TGC TTA AGT GTG ACA AGT TCC C 
SFRP-1 antisense TGG CCT CAG ATT TCA ACT CGT 
SFRP-2 sense ATC CCC CTC GCT AGC AGC 
SFRP-2 antisense AAG CGT TTC CAT TAT GTC GTT GT 
TaqMan Sonde 
(5’→ 3’) 
SFRP-1 TqP1 FAM- ACC GAA GCC TCC AAG CCC CAA G 
SFRP-2 TqP1 FAM- CTC CTG CCA GCC ACC GAG GAA G 
 
Durchführung: 
Im Anschluss an die Reverse Transkription (RT) wurde die Qualität der RNA durch 
Expressionsbestimmung des Haushaltsgens GAPDH gemessen. Zu einem Mastermix 
aus Pufferlösung, Magnesiumchlorid und dNTPs wurden GAPDH-Primer und die 
GAPDH-TaqMan Sonde sowie 3 µl des RT-Produktes hinzugefügt. Bestimmt wurde die 
Lichtemission des Fluoreszenzfarbstoffs JOE (2,7-dimethoxy-4,5.dichloro-6-carboxy-
fluorescein), der an die GAPDH-TaqMan Sonde gebunden ist. Die PCR erfolgte mit 
einer initialen Erhitzung von 95 °C für 15 Sekunden. Anschließend wurden 40 Zyklen 
bei einer Temperatur von 60 °C für eine Minute durchgeführt.  
Blieb nach der PCR ein Signal aus, sprach dies für eine fehlende Expression des 
entsprechenden Gens. Konnte ein Signal gemessen werden, wurde der Zyklus der PCR 
als threshold cycle (Ct) bei einer festgelegten Lichtmenge bestimmt. Lag bei einer Probe 
der Ct-Wert über 25, war dies ein Hinweis auf eine unzureichende Qualität des 
Ausgangsmaterials und wurde nicht weiter verwendet. Der ermittelte Ct-Wert für 
GAPDH diente dann als Vergleichswert für die zu untersuchenden Gene SFRP-1 und 
SFRP-2. Für die Expressionsmessung der SFRPs wurde der gleiche Mastermix sowie 
die entsprechenden SFRP-Primer verwendet. Die TaqMan Sonden für die SFRPs waren 
mit dem Fluoreszenzfarbstoff FAM (6-Carboxy-Fluorescein) versehen, dessen 
Signalstärke den Ct-Wert für SFRP festlegte. Die Versuche der PCR wurden jeweils 
doppelt angesetzt und der Versuch mindestens zweimal durchgeführt. Anschließend 
folgte der Vergleich der Ct-Werte für SFRP mit den Ct-Werten für das Haushaltsgen 
GAPDH und es entstand der Durchschnittswert ∆Ct. 
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4.2.8 Gelelektrophoretische Auswertung 
Spezielle Materialien: 
Material Hersteller 
Ethidiumbromid Cat.no: 15585-011, Invitrogen; Karlsruhe 
Agarose Seakem, Cat.No: 50004, FMC BioProducts; Rockland, USA 
Marker Trackit 1kb Plus DNA Ladder, Invitrogen; Karlsruhe 
 
Prinzip: 
Die Gelelektrophorese dient der molekularen Auftrennung von Proteinen und anderen 
Makromolekülen wie DNA nach Größe und elektrischer Ladung. Durch das Anlegen 
einer Spannung entsteht ein elektrisches Feld, welches neben der Nettoladung des 
Makromoleküls und dem Reibungskoeffizienten auch die Wanderungsgeschwindigkeit 
bestimmt. Die Auftrennung erfolgt in Abhängigkeit von Molekülgröße, Molekülladung 
und Porengröße des Agarosegels. Die Porengröße wird dabei durch die 
Agarosekonzentration festgelegt. Durch Ethidiumbromid, welches zwischen die Basen 
der DNA interkaliert und unter Bestrahlung mit UV-Licht fluoresziert, können die im 
Gel gewanderten DNA-Fragmente sichtbar gemacht werden. 
 
Durchführung: 
Die verwendeten Agarose-Gele wurden aus 160 ml TAE-Puffer, 4 g Agarose und 20 µl 
Ethidiumbromid hergestellt (Mengenangaben für drei Gele). Die Agarosekonzentration 
betrug damit 2,5 %. Die Agarose wurde mit dem TAE-Puffer vermischt und in der 
Mikrowelle solange erhitzt, bis sie vollständig gelöst war. Anschließend wurden 20 µl 
Ethidiumbromid dazugegeben. Danach wurde die Agarose auf Gel-Träger gegossen und 
ein Gel-Kamm zur Bildung von Taschen (Slots) aufgesetzt. Nach etwa 30 Minuten war 
das Gel erstarrt und konnte weiterverwendet bzw. bis zu einer Woche im Kühlschrank 
gelagert werden. 
Für die Gelelektrophorese wurden die Elektrophorese-Kammern zunächst mit 
TAE-Puffer befüllt und die Geltaschen mit 10 µl des PCR-Produktes von links nach 
rechts befüllt. Dabei wurde abwechselnd zuerst die U- und daneben die M-Reaktion 
einer DNA-Probe aufgetragen. In die letzte Geltasche kamen 2 µl Marker 
Längenstandard. Die angelegte Spannung betrug 100 V bei einer Laufzeit von 25 
Minuten. Zur Auswertung wurde das Gel mit Hilfe von UV-Licht eines 
Transilluminators abfotografiert. 
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4.3 Patientenkollektiv 
Zur Erstellung eines Methylierungsprofils für die AML wurden Blut- bzw. 
Knochenmarkproben von 100 Patienten bei Erstdiagnose einer AML untersucht, die 
sich zwischen den Jahren 1995 und 2007 in der Medizinischen Klinik IV des 
Universitätsklinikums Aachen vorstellt hatten. Diagnosestellung und Risikoeinteilung 
erfolgte nach der FAB-Klassifikation [72]. Tabelle 14 zeigt die wichtigsten klinischen 
Parameter des Patientenkollektivs. 
 
 
4.4 Statistik 
Gesamtüberlebenskurven wurden nach der Methode von Kaplan und Meier generiert 
und mittels Log-Rank-Test verglichen. Die Überlebenszeit wurde aus dem Datum der 
Diagnose bis zum Todeszeitpunkt oder bis zum letzten Krankenhausaufenthalt ermittelt. 
Korrelationen zwischen einzelnen Variablen wurden unter Anwendung des zweiseitigen 
exakten Fisher-Tests und des zweiseitigen t-Tests überprüft. P-Werte < 0,05 wurden als 
statistisch signifikant angesehen. Die Berechnungen wurden mit der SAS Statistik-
Software (Version 9.1.3, SAS Institute; Cary, NC) durchgeführt. Die statistischen Tests 
wurden von Herrn Dr. med. S. Wilop der Medizinischen Klinik IV des 
Universitätsklinikums Aachen konzipiert und kontrolliert. 
                                                                                                   4 Material und Methoden 
 49 
Tabelle 14: Klinische Parameter der AML-Patienten 
Anzahl der Patienten, n 100 
Medianes Alter 58 (18-89) 
Geschlecht, n  
männlich 54 
weiblich 46 
FAB-Subtyp, n  
M0 4 
M1 30 
M2 17 
M3 4 
M3v 25 
M4 10 
M4eo 9 
M5 9 
M6 0 
M7 1 
Risikogruppe  
Günstig (CBF-
Leukämie) 
20 (16) 
intermediär 52 
ungünstig 14 
nicht evaluierbar 14 
entstanden aus MDS 25 
Labor  
WBC (109 /l) 13 (0,6-354) 
Hb (g/dl) 94 (41-142) 
PLT (109 /l) 61,5 (3-680) 
LDH (U/l) 476 (133-3761) 
Für die laborchemischen Messwerte ist jeweils der Mittelwert angegeben. Die Klammern zeigen 
Minimal- und Maximalwerte. WBC: white blood cell count, Hb: Hämoglobin, PLT: platelet count, 
LDH: Laktatdehydrogenase. 
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5 Ergebnisse 
5.1 SFRP-Methylierung in Zelllinien 
5.1.1 Methylierung von SFRP-1, -2, -4 und -5 in hämatopoetischen 
Zelllinien 
Zunächst wurde der Methylierungsstatus von SFRP-1, -2, -4 und -5 in den folgenden 
hämatopoetischen Zelllinien qualitativ mittels MSP analysiert: L-428, L-540, L-1236, 
RPMI-8226, U-266, OPM-2, HL-60 und KG-1a. Die Ergebnisse sind in Abbildung 10 
dargestellt. 
Abbildung 10 
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MSP-Analysen von SFRP-1, -2, -4 und -5 bei hämatopoetischen Zelllinien. Peripheres Blut (PB) 
von gesunden Probanden diente als U-Kontrolle, in vitro methylierte DNA (IVD) als M-Kontrolle 
und Aqua als Negativ-Kontrolle. U-Bande: amplifizierte DNA mit Primern spezifisch für die 
unmethylierte SFRP-Sequenz. M-Bande: amplifizierte DNA mit Primern spezifisch für die 
methylierte SFRP-Sequenz.  
In den AML-Zelllinien HL-60 und KG-1a zeigte sich eine Methylierung bei SFRP-1, 
SFRP-2 und SFRP-5. SFRP-4 war nicht bei KG-1a und nur schwach bei HL-60 
methyliert. Die Lymphom-Zelllinien L-1236, L-540, L-428 und Raji waren bei allen 
SFRP-1 
SFRP-2 
SFRP-5 
SFRP-4 
SFRP-2 
SFRP-4 
SFRP-5 
SFRP-1 
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SFRPs methyliert. In den MM-Zelllinien fand sich bei RPMI-8226 keine SFRP-
Methylierung. U-266 war nur bei SFRP-5 methyliert. Bei OPM-2 konnten 
Methylierungen für alle SFRPs außer SFRP-4 nachgewiesen werden. Für SFRP-4 lag 
bei OMP-2 kein Signal vor. 
Eine Übersicht über die Ergebnisse der Methylierungsanalysen für die untersuchten 
Zelllinien gibt Tabelle 15.  
Tabelle 15 
 Zelltyp SFRP-1 SFRP-2 SFRP-4 SFRP-5
HL-60 AML M M M M 
KG-1a AML M M U M 
L-1236 Hodgkin Lymphom M M M M 
L-540 Hodgkin Lymphom M M M M 
L-428 Hodgkin Lymphom M M M M 
Raji Burkitt Lymphom M M M M 
U-266 MM U U U M 
RPMI-8226 MM U U U U 
OPM-2 MM M M k.S. M 
Ergebnisse der Methylierungsanalysen der SFRPs für die untersuchten 
hämatopoetischen Zelllinien; (k.S.= kein Signal). 
5.1.2 SFRP-Expression in hämatopoetischen Zelllinien 
Für die AML-Zelllinien HL-60 und KG-1a erfolgte im Anschluss an die MSP-Analysen 
eine quantitative RT-PCR zur Messung der SFRP-1- und SFRP-2-Expression. Dabei 
sollte überprüft werden, ob die Hypermethylierung der SFRPs in Zusammenhang mit 
der Expressionsaktivität steht.  
Die RT-PCR ergab eine supprimierte Expression von SFRP-1 und SFRP-2 in beiden 
AML-Zelllinien (Abbildung 11 und Abbildung 12). Außerdem wurden HL-60 und KG-
1a Zellen für 96 Stunden mit der demethylierenden Substanz DAC inkubiert. 
Verwendete DAC-Konzentrationen waren 1 µM und 2 µM. Hierbei erfolgte alle 24 
Stunden ein Wechsel des Zellkulturmediums mit Hinzugabe von frischem DAC. Wie 
Abbildung 11 und Abbildung 12 zeigen, konnte in beiden Zelllinien eine Reexpression 
sowohl von SFRP-1 als auch von SFRP-2 durch die DAC-Behandlung induziert werden. 
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Abbildung 11 
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SFRP-1-Reexpression in den AML-Zelllinien HL-60 und KG-1a nach Behandlung mit 1 µM oder 
2 µM DAC (96 h) 
Abbildung 12 
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SFRP-2-Reexpression in den AML-Zelllinien HL-60 und KG-1a nach Behandlung mit 1 µM oder 
2 µM DAC (96 h). 
In der MSP zeigte sich nach Behandlung der Zelllinien mit DAC eine Demethylierung 
der Promotorregionen von SFRP-1 und SFRP-2 (Abbildung 13). 
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Abbildung 13 
                          KG-1a 
                                                                          KG-1a    +1µM DAC 
      U      M      U     M 
                           
MSP der SFRP-1- und SFRP-2-Promotorregion in der AML-Zelllinie KG-1a vor und nach 
Behandlung mit DAC (1 µM). 
Die Ergebnisse der RT-PCR und der MSP-Analysen belegen einen Zusammenhang 
zwischen SFRP-1- bzw. SFRP-2-Promotorhypermethylierung und einer verminderten 
Genexpression. Außerdem liefern sie Beweise für den demethylierenden Effekt von 
DAC, welcher mit einer Reexpression von SFRP-1 und SFRP-2 in den AML-Zelllinien 
assoziiert werden konnte.  
 
 
5.2 SFRP-Methylierung in nicht-malignem Knochenmark 
Als nächstes wurde DNA von sieben nicht-malignen Knochenmarkproben auf ihren 
SFRP-Methylierungsstatus untersucht. Das Material stammt von Patienten, welchen 
initial zum Ausschluss einer malignen Erkrankung Knochenmark entnommen wurde. 
Dabei waren alle Proben für SFRP-1, -2, -4 und -5 unmethyliert.  
Eine repräsentative MSP von Patientenproben mit nicht-malignem Knochenmark zeigt 
Abbildung 14. 
Abbildung 14 
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5.3 SFRP-Methylierung in AML 
5.3.1 SFRP-1, -2, -4 und -5 Methylierung in primären Patientenproben 
Nach der Untersuchung von hämatopoetischen Zelllinien und gesundem Knochenmark 
wurde der Methylierungsstatus von SFRP-1, -2, -4 und -5 in primären Proben von 
Patienten mit AML mittels MSP analysiert. Abbildung 15 zeigt repräsentative MSP-
Ergebnisse von Patientenproben. 
Abbildung 15 
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Repräsentative MSP-Analysen von AML-Patientenproben. Als U-Kontrolle diente PB, als M-
Kontrolle die AML-Zelllinie Raji und als Negativ-Kontrolle Aqua. U-Bande: amplifiziertes PCR-
Produkt mit Primern spezifisch für die unmethylierte Sequenz. M-Bande: amplifiziertes PCR-
Produkt mit Primern spezifisch für die methylierte Sequenz. 
Tabelle 16 
 SFRP-1 SFRP-2 SFRP-4 SFRP-5 
Methylierungshäufigkeit 29 % (29/100) 
19 % 
(19/100) 
0 % 
(0/100) 
9 % 
(9/100) 
Ergebnisse der MSP-Methylierungsanalysen von SFRP-1, -2, -4 und -5 bei 100 AML-
Patienten. 
Insgesamt wurden 100 AML-Patienten auf ihren Methylierungsstatus von SFRP-1, -2, 
-4 und -5 getestet. Aberrante Methylierung fand sich in 29 % (29/100) für SFRP-1, in 
19 % (19/100) für SFRP-2, in 0 % (0/100) für SFRP-4 und in 9 % für SFRP-5 
(Tabelle16). 36 % der Patienten waren für mindestens eines der SFRPs methyliert. 
Tabelle 17 gibt eine Übersicht über das Methylierungsprofil der untersuchten 
Patientenproben. 
SFRP-1 
SFRP-2 
SFRP-4 
SFRP-5 
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Tabelle 17: Methylierungsprofil der Patientenkohorte 
Proben-
nummer Subtyp Zytogenetik Material SFRP-1 SFRP-2 SFRP-4 SFRP-5 
1448 M0 del7 pB         
1270 M0 n.e. KM         
1083 M0 normal pB         
514 M0 normal KM         
1042 M1 del5q KM         
1300 M1 komplex KM         
1180 M1 komplex KM         
1361 M1 komplex KM         
1157 M1 komplex  pB         
516 M1 Monosomie 7 KM         
1269 M1 n.e. pB         
532 M1 n.e. KM         
1386 M1 n.e. pB         
1362 M1 n.e. KM         
1302 M1 normal KM         
1183 M1 normal KM         
1182 M1 normal KM         
1319 M1 normal KM         
1085 M1 normal KM         
1155 M1 normal pB         
583 M1 normal KM         
568 M1 normal pB         
558 M1 normal KM         
546 M1 normal pB         
1488 M1 normal KM         
1495 M1 normal KM         
1489 M1 normal KM         
1486 M1 normal KM         
1384 M1 normal KM         
1532 M1 t(1;3) KM         
536 M1 Trisomie 19; t(2;5) pB         
587 M1 Trisomie 8 pB         
572 M1 Trisomie 8 KM         
1304 M1 Trisomie 8; del11p KM         
527 M2 komplex KM         
576 M2 normal KM         
543 M2 normal KM         
575 M2 normal pB         
540 M2 normal KM         
1035 M2 normal KM         
1531 M2 normal KM         
1496 M2 normal KM         
1383 M2 normal KM         
1158 M2 normal KM         
1429 M2 normal KM         
1156 M2 t(8;21) KM         
1514 M2 t(8;21) KM         
1515 M2 t(8;21) KM         
1166 M2 t(8;21) KM         
556 M2 t(8;21) KM         
538 M2 t(8;21); 45 X0 pB         
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Proben-
nummer Subtyp Zytogenetik Material SFRP-1 SFRP-2 SFRP-4 SFRP-5 
1306 M3 t(15;17) KM         
520 M3 t(15;17) pB         
1478 M3 t(15;17) KM         
506 M3v 
t(15;17); 
del1q;del14q pB         
1530 M4 Partielle Trisomie 7 pB         
549 M4 del11q pB         
1011 M4 del16q pB         
571 M4 komplex KM         
1497 M4 komplex KM         
569 M4 komplex pB         
1449 M4 komplex KM         
1341 M4 n.e. pB         
552 M4 n.e. pB         
512 M4 n.e. KM         
1456 M4 n.e. KM         
1479 M4 n.e. pB         
1154 M4 n.e. KM         
1464 M4 n.e. pB         
1498 M4 normal KM         
548 M4 normal pB         
1299 M4 normal KM         
1298 M4 normal pB         
1452 M4 normal pB         
596 M4 normal pB         
1481 M4 normal KM         
1321 M4 normal KM         
858 M4 normal pB         
1044 M4 t(9;22) KM         
553 M4 Trisomie 8 und 22 pB         
595 M4eo inv16 KM         
541 M4eo inv16, Trisomie 22 KM         
526 M4eo inv16 KM         
551 M4eo inv16 KM         
573 M4eo inv16 KM         
519 M4eo inv16 KM         
1333 M4eo inv16 KM         
589 M4eo inv16 pB         
1082 M4eo inv16 KM         
1328 M4eo inv16 KM         
1480 M5a komplex KM         
528 M5 n.e. pB         
1305 M5 n.e. KM         
534 M5 normal pB         
535 M5 normal KM         
584 M5 normal pB         
505 M5 normal pB         
1181 M5 normal KM         
581 M5 t(7;11) KM         
577 M7 Monosomie 7; del5q KM         
Die dunklen Flächen zeigen die Hypermethylierung des entsprechenden SFRPs auf. 
n.e.: nicht ermittelt 
                                                                                                                         5 Ergebnisse 
 57 
5.3.2 Korrelationen mit klinischen Parametern und Zytogenetik 
Für alle 100 AML-Patienten wurden mögliche Korrelationen zwischen dem SFRP-
Methylierungsstatus und klinischen sowie zytogenetischen Parametern untersucht. 
Dabei zeigte sich eine aberrante SFRP-Methylierung bei den FAB-Subtypen M0, M1, 
M2, M4, M4eo und M5. Keiner der Patienten wies eine M6 auf. Eine M7 lag nur bei 
einem Patienten vor, war jedoch für keines der SFRPs methyliert. Die vier APL-
Patienten mit einer M3 besaßen keine aberrante Methylierung. 
Die statistische Auswertung ergab, dass eine aberrante Methylierung von SFRP-1 
gleichzeitig mit einer Methylierung von SFRP-2 und -5 assoziiert war (p=0,02). 
Außerdem konnte eine Korrelation zwischen SFRP-Methylierung und der Zytogenetik 
gefunden werden. Patienten mit einer nachgewiesenen t(8;21) oder inv16 waren 
statistisch häufiger für eines der SFRPs methyliert als Patienten mit einer anderen 
Zytogenetik (p=0,02).  
Tabelle 18 zeigt die Methylierungshäufigkeiten innerhalb der zytogenetischen 
Risikogruppen. 
Tabelle 18 
 SFRP-1 SFRP-2 SFRP-4 SFRP-5
Alle Patienten (n=100) 29 % 19 % 0 % 9 % 
Günstige Risikogruppe (n=20) 
t(8;21) (n=6) 
inv16 (n=10) 
t(15;17) (n=4) 
40 % 
50 % 
50 % 
0 % 
20 % 
16,7 % 
30 % 
0 % 
0 % 
0 % 
0 % 
0 % 
5 % 
0 % 
10 % 
0 % 
Intermediäre Risikogruppe (n=52) 26,9 % 23,1 % 0 % 9,6 % 
Ungünstige Risikogruppe (n=14) 14,3 % 7,1 % 0 % 7,1 % 
Karyotyp nicht evaluierbar (n=14) 7,1 % 14,3 % 0 % 14,3 % 
Ergebnisse der Methylierungsanalysen für SFRP-1, -2, -4 und -5 in den 
verschiedenen Risikogruppen der Patientenkohorte. 
Für SFRP-5 ließ sich im t-Test ein niedrigerer Leukozytenwert zum Zeitpunkt der 
Diagnose in der Gruppe der Methylierten gegenüber den nicht-methylierten feststellen 
(p=0,005). Die SAS-Berechnungen ergaben hierfür jedoch keine Signifikanz. 
Es konnte keine Korrelation zwischen der Methylierung und den laborchemischen 
Parametern WBC, LDH und PLT nachgewiesen werden. Auch gab es keinen 
Zusammenhang zwischen Methylierung und Patientenalter bei Diagnosestellung oder 
Geschlecht des Patienten. Die Entstehungsform der AML, de novo oder aus einem 
MDS, zeigte keine Korrelation zum Methylierungsstatus.  
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Bei der Betrachtung der gesamten Patientenkohorte zeigte sich keine Assoziation 
zwischen SFRP-2-Methylierung und Gesamtüberleben (Abbildung 16). Allerdings fand 
sich in der Gruppe der CBF-Leukämien (n=16) ein signifikant schlechteres Überleben 
für Patienten, die am SFRP-2-Promotor methyliert waren (n=4) im Vergleich zu denen, 
die nicht für SFRP-2 methyliert waren (n=12) (p=0,003).  
Die Kaplan-Meier Kurve in Abbildung 17 veranschaulicht das signifikant schlechtere 
Gesamtüberleben der CBF-Leukämien, die für SFRP-2 methyliert waren. 
 
Abbildung 16 
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Kaplan-Meier-Kurve zum Gesamtüberleben der 100 AML-Patienten in Abhängigkeit 
vom SFRP-2-Methylierungsstatus. 
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Abbildung 17 
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Kaplan-Meier-Kurve zum Gesamtüberleben von 16 Patienten mit einer CBF-
Leukämie in Abhängigkeit vom SFRP-2-Methylierungsstatus zum 
Diagnosezeitpunkt. 
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6 Diskussion 
6.1 SFRPs als Wnt-Antagonisten und ihre Beteiligung an der 
AML-Pathogenese 
Der Wnt-Signalweg ist eine Proteinkaskade mit entscheidender Beteiligung an 
Prozessen der Hämatopoese [57]. Die Stammzellproliferation, der Erhalt des 
Stammzellpools sowie die Ausdifferenzierung von lymphatischen, erythropoetischen 
und myeloischen Vorläuferzellen unterliegt der Kontrolle des Wnt-Signalwegs [42]. 
Eine Veränderung der physiologischen Wnt-Aktivität wurde in der Vergangenheit 
sowohl bei verschiedenen soliden Tumoren [46] als auch bei hämatopoetischen 
Neoplasien beobachtet [60]. Die Komponenten der Wnt-Kaskade stellen ein komplexes 
Netzwerk mit fein regulierten Wechselwirkungen der Faktoren untereinander dar. Zu 
den aktivitätssteigernden Komponenten gehören die Wnt-Proteine selbst sowie ß-
Catenin. Diesen gegenüber steht die Gruppe der Wnt-Antagonisten, bestehend aus den 
SFRPs, WIF, DKK, Cerberus und HDPR1 [45]. Da eine Inaktivierung der Wnt-
Antagonisten mit der Entstehung von Tumoren assoziiert ist, zählen sie zu den 
Tumorsuppressorgenen. Eine pathologische Aktivitätssteigerung des Wnt-Signalwegs 
ist durch zwei verschiedene Mechanismen nachgewiesen. Zum einen durch aktivierende 
Mutationen in kodierenden Sequenzen für ß-Catenin [43] und zum anderen durch 
Inaktivierung der Negativregulatoren. Letzteres kann sowohl eine Folge von 
Mutationen, besonders von APC, als auch von Promotorhypermethylierung sein. Der 
am häufigsten untersuchte Mechanismus, der zur Inaktivierung der Wnt-Antagonisten 
führt, ist die aberrante DNA-Promotormethylierung. Studien mit dem Ziel die 
Bedeutung epigenetischer Modifikationen bei Tumoren zu untersuchen, lieferten eine 
Reihe von Korrelationen zwischen aberrant methylierten SFRPs und der Entstehung 
von Tumoren. So konnte beim Kolorektalkarzinom eine Methylierungsrate von 95,1 % 
für SFRP-1 und 89,5 % für SFRP-2 aufgezeigt werden [50]. Auch in anderen soliden 
Tumoren wie dem Mammakarzinom und Prostatakarzinom ist die SFRP-1-
Promotormethylierung ein häufiges Ereignis [52, 54]. Für die hämatopoetischen 
Neoplasien ermittelten Chim et al. mittels MSP eine SFRP-1- bzw. SFRP-2-
Methylierungsrate von 14 % bzw. 4 % in Zellen des Multiplen Myeloms (MM). 
Insgesamt wiesen 42 % der untersuchten MM-Patienten eine Methylierung von 
mindestens einem der Wnt-Antagonisten SFRP-1, SFRP-2, SFRP-4, SFRP-5, WIF1, 
DKK3 oder APC auf [102]. MSP-Methylierungsanalysen bei ALL-Patienten ergaben 
38 % Methylierung für SFRP-1 und 16 % für SFRP-2. In dieser Studie zeigten 62 % der 
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ALL-Proben eine Methylierung bei mindestens einem der Wnt-Antagonisten SFRP-1, 
SFRP-2, SFRP-4, SFRP-5, WIF1, DKK3 oder HDPR1 [60]. Für die CLL lieferten 
Analysen eine Methylierungsrate von 100 % für SFRP-1 und 55 % für SFRP-2 [103].  
In der hier vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass SFRP-1 in 29 %, 
SFRP-2 in 19 %, SFRP-4 in 0 % und SFRP-5 in 9 % der untersuchten AML-Proben 
eine aberrante Methylierung der promotorassoziierten CpG-Inseln besitzen. SFRP-1 
scheint in diesem Zusammenhang die größte Rolle der SFRPs zuzukommen, da es bei 
den bisher untersuchten Tumorentitäten von allen SFRPs durchweg die höchste 
Methylierungsrate aufweist. Diese Beobachtung konnte auch bei der hier untersuchten 
AML gemacht werden. Auch die analysierte Methylierungsrate von 0 % für SFRP-4 
entspricht der aktuellen Studienlage, da SFRP-4 in anderen Tumorentitäten ebenfalls 
geringe Methylierungshäufigkeiten aufweist.  
 
Neben den SFRPs ließ sich in den letzten Jahren auch für andere Wnt-Antagonisten eine 
aberrante Methylierung bei AML-Patienten nachweisen. So war DKK1 in einer Studie 
von Suzuki et al. in 29,8 % der untersuchten AML-Proben methyliert. Dabei fand sich 
ein signifikanter Zusammenhang zwischen DKK1-Methylierung und den CBF-
Leukämien. Dagegen zeigte keiner der APL-Patienten eine Methylierung für DKK1 
[104]. Diese Korrelationen weisen auf eine Beteiligung der DKK1-Methylierung an der 
Entstehung einer AML, insbesondere der CBF-Leukämie, hin.  
Für WIF1 zeigte sich eine Methylierungsrate von 47 % für den FAB-Subtyp M3. Die 
M3 war der einzige Subtyp, bei dem WIF1-Methylierungen nachgewiesen wurden 
[105]. Die WIF1-Methylierung scheint ein epigenetischer Mechanismus zu sein, der 
spezifisch für die APL ist und grundlegend am Pathomechansimus der Wnt-Aktivierung 
beteiligt ist.  
In Ergänzung zu den beschriebenen Korrelationen zwischen der Methylierung der Wnt-
Antagonisten DKK1 und WIF1 mit den AML-Subtypen CBF-Leukämie und APL, 
lieferten auch die Analysen der hier vorliegenden Arbeit wichtige Zusammenhänge. So 
gehörten Patienten mit einer SFRP-Methylierung signifikant häufiger der Gruppe der 
CBF-Leukämien an. Keiner der APL-Patienten war für eines der SFRPs methyliert. 
Diese Ergebnisse legen einen Zusammenhang zwischen den SFRPs und DKK1 bei der 
Entstehung einer CBF-Leukämie nahe. Jedoch scheint weder die SFRP- noch die 
DKK1-Methylierung eine Bedeutung für die APL-Entstehung zu haben. Um diese 
Aussage zu bekräftigen, sind jedoch Untersuchungen an größeren Patientenkollektiven 
mit CBF-Leukämien und APL erforderlich.  
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In Übereinstimmung mit der bisherigen Befundlage zeigen die Ergebnisse der 
vorliegenden Arbeit die Relevanz der promotorassoziierten Hypermethylierung 
verschiedener Wnt-Antagonisten für die Leukämogenese.  
 
Bei der Suche nach genetischen Veränderungen von SFRP-1 sind Mutationen in Zellen 
des Kolorektalkarzinoms gefunden worden. Diese konnten jedoch nicht in 
Zusammenhang mit der Entstehung des Kolorektalkarzinoms gebracht werden [51]. So 
fehlt bis heute der Nachweis, dass genetische Veränderungen der SFRPs mit 
Tumorenstehung assoziiert sind. 
In der Vergangenheit konnten verschiedene genetische Aberrationen mit einer 
veränderten Wnt-Aktivierung in AML-Zellen aufgezeigt werden. Die häufig auftretende 
interne Tandemduplikation von FLT3 führt nachweislich zu einer erhöhten Expression 
von Fz-4 sowie zu einer Aktivitätssteigerung des Wnt-Signalwegs [79]. Auch die 
balancierte Translokation AML1/ETO resultiert durch erhöhte Plakoglobin-Expression 
in einer erhöhten Wnt-Aktivität in AML-Zellen [61].  
Die SFRP-Inaktivierung stellt einen weiteren möglichen Mechanismus zur abnormalen 
Wnt-Aktivität in der Pathogenese der AML dar.  
 
In der Pathogenese der AML können Mutationen, wie von Speck und Gilliland 
vorgeschlagen, in zwei Gruppen unterteilt werden: 
1. Klasse-I-Mutationen, wie beispielsweise die Tyrosinkinase BCR/ABL und 
FLT3, führen zu Proliferations- und/oder Überlebensvorteilen von 
hämatopoetischen Vorläuferzellen. 
2. Die Gruppe der Klasse-II-Mutationen beeinträchtigt dagegen die 
Zelldifferenzierung während der Hämatopoese und beinhaltet unter anderem 
die CBF-Leukämien AML1/ETO und PML/RARα.  
Die alleinige Mutation aus einer der beiden Klassen führt nicht zur leukämischen 
Transformation einer hämatopoetischen Vorläuferzelle. Für die Entstehung einer AML 
sind Mutationen aus beiden Klassen notwendig [106]. Die relativ häufige Klasse-II-
Mutation t(8;21) mit ihrem resultierenden Fusionsprodukt AML1/ETO ist mit den 
Klasse-I-Mutationen von NRAS, KIT und FLT3 assoziiert [107].  
 
Die Klassenaufteilung der Mutationen bleibt jedoch ein Modell mit Grenzen, da sich bei 
einem Großteil der AML-Patienten häufig nur eine Mutation aus einer der beiden 
Klassen nachweisen lässt. Auf der Suche nach zusätzlichen Mechanismen, die für die 
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Tumorentstehung ursächlich sind, fanden sich besonders im Kolonkarzinom [108] 
sowie im Bronchialkarzinom [109] zahlreiche Hinweise für eine Beteiligung 
epigenetischer Modifikationen in Assoziation mit genetischen Veränderungen. Auch für 
BCR/ABL negative myeloproliferative Erkrankungen konnte neben Mutationen der 
JAK2-Tyrosinkinase eine aberrante Methylierung von SOCS-1 aufgezeigt werden, 
welches die Aktivität von JAK2 negativ reguliert [110].  
Die Daten dieser Arbeit liefern Hinweise für eine Assoziation zwischen zytogenetischen 
Veränderungen und epigenetischer Dysregulation der SFRPs. Außerdem bestätigen sie 
die Vorstellung, dass epigenetische Aberrationen in Ergänzung zu genetischen 
Veränderungen auftreten.  
 
Für die AML wurde in der Vergangenheit bereits eine Reihe von Genen mit Erfolg auf 
aberrante Methylierung untersucht. Dazu gehören die von Melki et al. analysierten Gene 
HIC1, Kalzitonin, E-Cad, p15 und ER [111]. Hier bestand die Patientenkohorte 
allerdings nur aus 20 Patienten. Toyota et al. lieferten eine Vielzahl weiterer 
Kandidatengene wie beispielsweise p16, MDR1 und PTX2, die bei AML-
Patientenproben aus einer Kohorte von 36 Patienten hypermethyliert waren [112]. 
Weitere Methylierungsdaten bei 60 AML-Patienten zeigten Galm et al. unter anderem 
für SOCS-1, p15 und RARß2 [63]. 
In der größeren Patientenkohorte von 100 AML-Patienten in der vorliegenden Arbeit, 
wiesen 36 % eine Promotormethylierung bei mindestens einem der untersuchten SFRPs 
auf. Diese Ergebnisse unterstützen die bisher beschriebene Relevanz epigenetischer 
Modifikationen für die Entstehung einer AML.  
 
 
6.2 Methylierung und altersabhängige Tumorentstehung  
Das Lebensalter ist nach wie vor der größte Risikofaktor für die Entstehung eines 
Tumors und wie die Tumorentstehung selbst, steht auch die DNA-Methylierung in 
engem Zusammenhang mit Alterungsprozessen. Mit zunehmendem Lebensalter steigt 
die Methylierungsdichte vieler tumorassoziierter Gene an, während die globale 
Methylierung abnimmt. Eine häufig diskutierte Erklärung für diese Abläufe ist die 
altersbedingte reduzierte Effektivität der DNMT1 in der Aufrechterhaltung der DNA- 
Methylierungsmuster mit gleichzeitig kompensatorischer Überexpression der de novo 
methylierenden DNMT3b. Beim Kolonkarzinom wurde in Abhängigkeit von höherem 
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Alter eine Zunahme der DNA-Methylierung von Genen wie ER, IGF2, N33 und MyoD 
beschrieben [113]. Da auch die Inzidenz der AML mit zunehmendem Lebensalter 
ansteigt, kann hier ebenfalls eine Korrelation mit altersabhängigen DNA-
Methylierungmustern vermutet werden. In Untersuchungen von Toyota et al. zeigte sich 
jedoch eine inverse Korrelation zwischen Alter und der Anzahl methylierter Gene [112]. 
Allerdings lag das mediane Alter dieser Kohorte bei 39 Jahren (Range: 19-69 Jahre) und 
ist nur begrenzt repräsentativ, da das allgemeine mediane Erkrankungsalter der AML 
bei 63 Jahren liegt.  
Auf molekularbiologischer Ebene ist denkbar, dass die Überexpression von DNMT3b 
nur begrenzt einer Kontrolle unterliegt und die DNMT3b-Aktivität sehr unspezifisch 
reguliert wird. Möglicherweise führen bestimmte Faktoren und Signalwege dazu, dass 
das überexprimierte DNMT3b die Promotoren von einigen Tumorsuppressorgenen 
bevorzugt gegenüber anderen methyliert. 
Ekmekci et al. wies Methylierungsmuster von verschiedenen Tumorsuppressorgenen 
bei Kindern (n=10) und Erwachsenen (n=18) mit AML nach. Dabei zeigte sich, dass 
RARß2 und p15 häufiger bei Erwachsenen methyliert war, ER und DAP-Kinase 1 dafür 
häufiger bei Kindern. E-Cad und p73 waren ausschließlich bei Erwachsenen methyliert. 
Bezogen auf die Anzahl analysierter Gene besaßen junge Erwachsene eine größere 
Anzahl methylierter Gene gegenüber Kindern und älteren Erwachsenen [114]. Auch für 
diese Daten gilt, dass die Patientenkohorte mit 28 Patienten sehr klein war, 
insbesondere bei einem Range von 1-74 Jahren. Die AML bei Kindern ist eine sehr 
seltene Erkrankung und daher für größere Studien nur schwer zugänglich. Anhand der 
bisherigen Daten lässt sich jedoch feststellen, dass die Methylierung von verschiedenen 
Tumorsuppressorgenen ein häufiges Ereignis bei Kindern und Erwachsenen ist und 
einzelne Gene bevorzugt entweder bei Kindern oder bei Erwachsenen methyliert sind.  
In der vorliegenden Arbeit hatten die Patienten ein medianes Alter von 58 Jahren bei 
Diagnosestellung. Ein Zusammenhang zwischen Lebensalter und der Häufigkeit 
aberranter SFRP-Methylierung konnte nicht beobachtet werden. Es gibt viele mögliche 
Erklärungen für die fehlende Korrelation zwischen SFRP-Methylierung und Alter trotz 
der beschriebenen Korrelationen zwischen anderen Genen und Tumorentitäten. So 
beruhen die Daten zur altersabhängigen Promotorhypermethylierung häufig auf einer 
geringen Anzahl von Proben. Es sollten daher Untersuchungen an größeren Kollektiven 
stattfinden, um die bisher beschriebenen Aussagen zu unterstützen.  
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Für die ALL wurde festgestellt, das Promotormethylierung bereits im Kindesalter ein 
häufiges Ereignis ist. Zwar fanden sich bei Kindern insgesamt niedrigere 
Methylierungs-Häufigkeiten als bei Erwachsenen (57 % vs. 65 %), allerdings ist die 
DNA-Methylierung bei beiden Altersgruppen mit einer insgesamt schlechteren 
Prognose gegenüber den unmethylierten Patienten innerhalb derselben Altersgruppe 
assoziiert [60]. Diese Ergebnisse sprechen einerseits für eine Korrelation zwischen 
Methylierung und der damit verbundenen schlechteren Prognose, lassen aber 
andererseits Fragen nach einem Zusammenhang zwischen Methylierung bei Leukämien 
und dem Patientenalter offen.  
 
Beim Vergleich der Methylierung von p57 zwischen der Erwachsenen- und der Kinder-
ALL wurde in der Vergangenheit eine p57-Methylierung von 7 % bei Kindern [115] 
und 50 % bei Erwachsenen [116] nachgewiesen. Allerdings bestand für die 7 % 
Methylierung bei den Kindern keine Korrelation zu einer verminderten Expression von 
p57. Dies bedeutet, dass ein anderer Mechanismus als die Promotormethylierung für die 
Herunterregulation von p57 in der ALL bei Kindern verantwortlich sein muss. Offen 
bleibt die Frage, ob Unterschiede in der Methylierung bei der Erwachsenen- und der 
Kinder-ALL auf altersabhängigen Methylierungsprozessen oder aber auf verschiedenen 
Pathomechanismen beruhen.  
 
Da im Laufe des Alterungsprozesses neben den Veränderungen der DNA-Methylierung 
auch genetische Aberrationen zunehmen, müssen zusätzlich entsprechende 
Wechselwirkungen der einzelnen Veränderungen und damit die Vielfalt der möglichen 
Pathomechanismen berücksichtigt werden. 
 
 
6.3 DNA-Methylierung: Diagnostisches und prognostisches 
Potential 
Die Bedeutung der DNA-Hypermethylierung als Prognosefaktor, Biomarker sowie als 
prädiktiver Marker für die Wirksamkeit von Therapien ist besonders in den letzten 
Jahren für verschiedene Tumorentitäten deutlich geworden. Beeindruckende Ergebnisse 
lieferten Untersuchungen von MGMT (O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase) bei 
Zellen des Glioblastoms. Dabei konnte gezeigt werden, dass Patienten mit 
nachgewiesener MGMT-Methylierung unter Behandlung mit der alkylierenden Substanz 
Carmustin (BCNU) ein signifikant besseres klinisches Ansprechen, ein höheres 
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krankheitsfreies Überleben sowie ein verlängertes Gesamtüberleben gegenüber der 
nicht-methylierten Patientengruppe hatten. Zurückgeführt wurden diese Beobachtungen 
auf eine erhöhte Sensitivität der Tumorzellen gegenüber Carmustin bei vorhandener 
MGMT-Methylierung, da die Inhibition der MGMT-Expression eine fehlende DNA-
Reparatur in der Tumorzelle mit sich bringt und diese damit empfindlicher gegenüber 
alkylierenden Substanzen wird [117]. 
Weitere Arbeiten lieferten Daten, die einen Zusammenhang zwischen erhöhter 
Methylierung von ER und p15 und dem Rezidivrisiko von AML-Patienten belegen. 
Hierbei wurde Knochenmark von AML-Patienten, die sich zum Entnahmezeitpunkt in 
klinischer Remission befanden, quantitativ auf den Methylierungsstatus der Gene ER 
und p15 untersucht. Es zeigte sich eine Assoziation zwischen starker ER- und p15-
Methylierung und einem erhöhten Rezidivrisiko sowie einem reduzierten 
Gesamtüberleben [118].  
In einer Studie zum Methylierungsstatus 15 verschiedener Gene bei 251 ALL-Patienten 
zeigte sich, dass Patienten mit Methylierungen ein signifikant verkürztes 
krankheitsfreies Intervall sowie ein reduziertes Gesamtüberleben gegenüber nicht-
methylierten Patienten aufwiesen. Dabei lag das 11-Jahres-Überleben in der nicht-
methylierten Gruppe bei 66,1 %; in der Gruppe mit mindestens drei methylierten Genen 
lag dieses jedoch nur noch bei 7,8 % [119]. In der hier vorliegenden Arbeit ergab sich 
für die 100 Patienten der Kohorte kein Zusammenhang zwischen SFRP-Methylierung 
und Gesamtüberleben. Allerdings zeigte sich in der Untergruppe der CBF-Leukämien 
(16 Patienten) ein signifikant reduziertes Gesamtüberleben bei denjenigen Patienten, 
deren SFRP-2-Promotor methyliert war (p=0,003). Insgesamt waren vier Patienten mit 
CBF-Leukämie für SFRP-2 methyliert. Da diese Signifikanz auf einer sehr kleinen 
Patientengruppe basiert, sollten diesbezüglich weitere Untersuchungen an größeren 
Kohorten vorgenommen werden.  
Zusammenfassend stellt die Promotorhypermethylierung einen vielversprechenden 
Ansatz dar, um genauere Vorhersagen zur Wirksamkeit von Therapien, 
Krankheitsverlauf und Prognose im Rahmen der Risikostratifizierung zu treffen. Dafür 
sind in der Zukunft Analysen von größeren Patientenkollektiven notwendig.  
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6.4 Bewertung des Patientenkollektivs 
Das Patientenkollektiv dieser Arbeit bestand aus 100 Patienten, bei denen eine AML 
entsprechend der FAB-Klassifikation nach Bennett diagnostiziert wurde [72]. Das Alter 
der Patienten lag zwischen 18 und 89 Jahren, wodurch jede Altersgruppe des 
Erwachsenen im Patientenkollektiv vertreten war. Die Kohorte wies jedoch in vielerlei 
Hinsicht eine starke Heterogenität auf. Die Verteilung der Patienten bezüglich der FAB-
Subtypen war sehr ungleichmäßig. So lag für die Subtypen M3v, M5a und M7 nur 
jeweils ein Patient vor; kein Patient gehörte zum Subtyp der M6. Zahlreich vertreten 
waren dagegen die Subtypen M1, M2 und M4. Diese Häufigkeiten der einzelnen 
Subtypen entsprachen jedoch denen der FAB-Klassifikation, wie sie in Kapitel 3.3 
beschrieben sind. Danach stellen die M1, M2 und die M4 generell die am häufigsten 
vorkommenden Subtypen dar. Die Subtyp-Verteilung des Patientenkollektivs dieser 
Arbeit ist repräsentativ für die Subtyp-Häufigkeiten, wie sie in der FAB-Klassifikation 
angegeben werden.  
Auch die Verteilung der Zytogenetik entspricht weitgehend den allgemein 
beschriebenen Häufigkeiten. 41 % der untersuchten Patienten wiesen einen normalen 
Karyotypen auf, die FAB-Klassifikation gibt hierfür 42 % an. Eine t(8;21), inv16 oder 
t(15;17) lag in 20 % vor, gemäß den FAB-Angaben finden sich diese Aberrationen in 
24 % der Fälle. In Bezug auf zytogenetische Charakteristika ist die hier untersuchte 
Patientenkohorte ein repräsentatives Kollektiv. 
Einige Patientenparameter wurden nicht in die statistische Auswertung einbezogen. 
Diese waren: Vorerkrankungen der Patienten, anamnestisch stattgefundene 
Therapieverfahren, Komorbiditäten, Heterogenität der Vorbehandlungen sowie 
ethnische Herkunft.  
Bezüglich der verwendeten Patienten-DNA lag für die Methylierungsanalysen kein 
einheitliches Material vor. So wurde bei 33 Patienten DNA aus peripherem Blut und bei 
67 Patienten DNA aus Knochenmark gewonnen. Material aus dem Knochenmark wurde 
bevorzugt. Stand kein Material aus dem Knochenmark zur Verfügung, wurde peripheres 
Blut mit darin enthaltenen Blasten zur DNA-Extraktion verwendet. In Untersuchungen 
von Gutierrez et al. zu Genmetylierungen bei der ALL, zeigten sich im Vergleich von 
DNA-Methylierung zwischen peripherem Blut und Knochenmark jedoch keine 
Unterschiede [120]. 
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Auch wenn die Heterogenität der Patientenkohorte die Errechnung von statistischen 
Signifikanzen erschwert, kann dennoch festgehalten werden, dass ein Kollektiv aus 100 
Patienten ein beträchtlicher Stichprobenumfang ist; dies umso mehr vor dem 
Hintergrund des geringen Anteils der AML innerhalb aller onkologischen 
Erkrankungen. 
In der Zukunft sollte ein gezielter Austausch von Daten sowie eine internationale 
Erfassung von klinischen und experimentellen Untersuchungen zur AML erfolgen, um 
einzelne Studien vereinen zu können und ihre Ergebnisse vergleichbar zu machen. Nur 
so kann dem Ziel, ein möglichst optimales Therapiekonzept für jede Altersgruppe, jeden 
FAB-Subtyp und jede zytogenetische Risikogruppe zu entwickeln, näher gekommen 
werden.  
 
 
6.5 Leukämische Stammzellen und Rezidive 
Tumorstammzellen sind häufig resistenter gegenüber konventioneller Chemotherapie 
als gewöhnliche Tumorzellen. Eine Erklärung hierfür liefert das Konzept der 
leukämischen Stammzellen. Vorläuferzellen von Granulozyten und Makrophagen 
wurden als leukämische Stammzellen mit der Fähigkeit zur Selbsterneuerung bei der 
CML identifiziert. Diese Vorläuferzellen zeigten bei Patienten in der Blastenkrise eine 
erhöhte nukläre ß-Catenin-Konzentration gegenüber Vorläuferzellen aus gesundem 
Knochenmark [121]. Daraus kann eine gesteigerte Aktivität des Wnt-Signalwegs 
geschlossen werden, die mitverantwortlich für das leukämische Potenzial dieser 
Vorläuferzellen ist. Dies könnte zudem eine mögliche Ursache für die Rezidiv-
Entstehung nach initial erreichter Remission sein. 
 
Leukämische Rezidive sind nur schwer mit konventioneller Chemotherapie zu 
therapieren. Auf der Suche nach alternativen Medikamenten, die zur Behandlung von 
Rezidiven und zur Erstbehandlung bei komorbiden Patienten eingesetzt werden können, 
stellt die DNA-Methylierung einen neuen therapeutischen Ansatzpunkt bei der AML 
dar. Studien zur Wirkung von DNA-demethylierenden (z.B: DAC, AZA) und Histon-
acetylierenden (z.B: SAHA, Valproinsäure) Substanzen sowie deren Kombination 
zeigten gute Ansprechraten bei MDS- und AML-Patienten [122]. Die geringe Toxizität 
und die allgemein gute Verträglichkeit dieser Wirkstoffe ermöglichen es besonders 
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älteren Patienten, von einer epigenetisch gezielten Therapie zu profitieren. Die 
einzelnen in vivo-Effekte dieser Substanzen sind noch nicht vollständig geklärt. Die 
Reaktivierung der Tumorsuppressorgene SFRP-1 und SFRP-2 und die daraus folgende 
Wiederherstellung einer regulierten Wnt-Aktivität kann ein Wirkmechanismus 
epigenetischer Therapeutika sein.  
Es wurde erkannt, dass aberrante Promotormethylierung das Potenzial eines Biomarkers 
besitzt. Gezeigt werden konnte dies sowohl für die Erkennung einer minimalen 
Resterkrankung als auch für die Abschätzung des Rezidiv-Risikos [118]. In diesem 
Zusammenhang könnte die Hyper- und Demethylierung von SFRP-1 und SFRP-2 als 
Biomarker bei der Überwachung epigenetischer Therapieeffekte eingesetzt werden.  
                                                                                                            7 Zusammenfassung 
 70 
7 Zusammenfassung 
Epigenetische Veränderungen sind an der Entstehung maligner Tumoren und 
hämatopoetischer Neoplasien beteiligt. DNA-Methylierung von Promotorregionen ist 
ein epigenetischer Mechanismus, der zur transkriptionellen Inaktivierung von Genen 
führt. Die Promotormethylierung der SFRP-Tumorsuppressorgene führt zu deren 
Inaktivierung. Da die SFRPs den Wnt-Signalweg antagonisieren, hat ihre Inaktivierung 
eine Steigerung der Wnt-Aktivität zur Folge. Der Wnt-Signalweg ist eine wichtige 
regulatorische Einheit für die hämatopoetische Stammzellentwicklung, wodurch 
Fehlsteuerungen in der Hämatopoese in direktem Zusammenhang mit der Entstehung 
von Leukämien stehen.  
Im Rahmen der Untersuchungen, die dieser Arbeit zu Grunde liegen, wurden wichtige 
Erkenntnisse zur Rolle der SFRP-Hypermethylierung in der Pathogenese der AML 
gewonnen. Es konnte gezeigt werden, dass die SFRP-Methylierung bei AML-Zellen zu 
einer verminderten SFRP-Expression führt. Bei der Analyse von SFRP-
Promotormethylierung bei 100 AML-Patienten ergab sich eine Methylierungsrate von 
29 % für SFRP-1, 19 % für SFRP-2, 0 % für SFRP-4 und 9 % für SFRP-5. 36 % der 
untersuchten Patientenproben zeigten eine Methylierung für mindestens eines der 
SFRPs.  
Bei der Betrachtung der klinischen und zytogenetischen Parameter fand sich eine 
Korrelation zwischen SFRP-Methylierung und den CBF-Leukämien. SFRP-
Methylierung ließ sich häufiger bei Patienten mit der t(8;21) oder der inv16 nachweisen 
als bei Patienten mit einer anderen Zytogenetik. Dieser Zusammenhang liefert einen 
Hinweis für die Wechselwirkungen zwischen epigenetischen und genetischen 
Veränderungen in der Leukämogenese.  
Außerdem zeigte sich innerhalb der Gruppe der CBF-Leukämien eine Korrelation 
zwischen SFRP-2-Methylierung und Überleben. In der Gruppe der CBF-Leukämien 
wiesen Patienten mit einer SFRP-2-Methylierung ein signifikant reduziertes 
Gesamtüberleben gegenüber den Patienten ohne SFRP-2-Methylierung auf. 
Auf Grund dieser Ergebnisse stellt die SFRP-Methylierung nicht nur ein therapeutisches 
Ziel für den Einsatz demethylierender Substanzen in der AML-Therapie dar, sondern 
sollte in einem nächsten Schritt auf ihr Potenzial als prognostischer Biomarker in 
größeren Patientenkohorten untersucht werden.  
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